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Niere und Aminosiureausscheidung. 
Von 
Ernst Sehmitz und Paul Siwon. 
(Aus der chemischen Abteilung des Physiologischen Instituts zu Breslau.) 
(Eingegangen am 25, April 1925.) 


Mit 8 Abbildungen im Text. 


Der Harn weist gegeniiber dem Plasma, aus dem er durch die 
Tatigkeit der Niere hervorgeht, einschneidende Unterschiede in quali- 
tativer und quantitativer Beziehung auf. Bei den meisten der gemein- 
samen Bestandteile bemerken wir Konzentrationsunterschiede sehr 
wechselnden Grades. So wird die Menge der Chloride annahernd ver- 
doppelt, die der Schwefelsaure, wenn man ihre Konzentration im Blute 
mit Denis!) zu 3mg-Proz. annimmt, auf etwa das 50- bis 60fache 
gesteigert. Legt man fiir die Konzentration von Harnstoffstickstoff 
Harnsaure und Kreatinin im Blute die Werte 20 mg, 3 mg und 1.5 mg 
in 100 cem, fiir den Harn eine Tagesmenge von 1500 cem und eine 
Ausscheidung von 15g Harnstoff-N, 750mg Harnsiure und 15g 
Kreatinin zugrunde, so gelangt man zu Konzentrationsverhiltnissen 
von 1:50, 1: 16.6 und 1: 66,5 fiir die drei genannten organischen 
Harnbestandteile. 

Noch kennzeichnender sind einige qualitative Unterschiede. Erst 
in der Niere kommen Hippursiure und Ammoniak zu den aus dem 
Blute entnommenen Harnbestandteilen hinzu. Andererseits fehlen im 
normalen Harn EiweifB, Zucker und Fett, allgemeiner gesagt Lipoide, 
volistandig. Wahrend nun dem Durchtritt von Eiweif und Fett wegen 
ihrer kolloidalen Natur die tierischen Membranen allgemein ein un- 
iiberwindliches Hindernis entgegensetzen, ist das fur die leicht léslichen 
und leicht diffusiblen Zucker anders. Hier mul} entweder eine Ab- 
dichtung des Nieren, filters** oder eine Riickresorption des etwa filtrierten 


Zuckers angenommen werden. 
Die angefiihrten Beispiele mégen geniigen, um zu zeigen, dab die 
Niere Menge und Art der in den Harn iibergehenden Stoffe kontrolliert. 
/ 
a> 1) W. Denis, Journ. of biol. Chem. 49, 311, 1921. 
\ Biochemische Zeitschrift Band 160. l 
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Die Bedeutung dieser Einrichtung liegt klar zutage: mit ihrer Hilfe 
erhalt die Niere dem Kérper die optimale Zusammensetzung seiner 
Safte und verhindert, daB von den wertvollen Baustoffen und Energie- 
quellen, die im Blute enthalten sind, etwas verloren gehe. 

Von dieser Tatigkeit der Niere nun gibt es eine merkwiirdige Aus- 
nahme. Das Eiweif ist im Plasma begleitet von seinen kleinsten Bau- 
steinen, den Aminosaiuren. Ihre Menge erscheint zwar klein, 100 cem 
Plasma enthalten etwa 7 mg Aminosiure-N gegeniiber der zwei- bis 
dreifachen Menge von Harnstoff-N. Diese Zahlen gewinnen aber an 
Bedeutung, wenn man die auBerordentlich hohe Aviditait der Gewebe 
fiir Aminosauren beriicksichtigt') und die hohe Umlaufszahl des Blutes 
im Organismus in Rechnung stellt. In der Tat hat sich denn auch, vor 
allem durch die Arbeiten von Folin und seinen Mitarbeitern?) heraus- 
gestellt, daB es gerade die Aminosaiuren sind, in deren Form den Organen 
der aus dem Darmkanal aufgesaugte Eiweifstickstoff zur Deckung 
ihres Bedarfs zugefiihrt wird. Die Aminosiuren stellen also unter den 
Blutbestandteilen einen der allerwertvollsten dar. 

Nun ist es aber schon 1908 Embden gelungen, eine dieser Aminosiuren, 
das Glykokoll, im normalen menschlichen Harn nachzuweisen*), und bald 
folgten andere Forscher, die daneben Alanin und Histidin feststellen 
konnten 4), In der Folge wurden verschiedene quantitative Verfahren 
gefunden, mit deren Hilfe man den gesamten Aminosiurestickstoff des 
Harns bestimmen kann, und es zeigte sich, dali dessen Menge bedeutend 
iiber den Betrag hinausgeht, den man mit Hilfe der praparativen Verfahren 
fassen kann. Beim Erwachsenen sind ungefihr 2,2 Proz. des Stickstoffs 
einer Harntagesmenge in Aminosiuren enthalten, beim Saéugling macht 
dieser Anteil das Doppelte, bei friihgeborenen Kindern in der Regel noch 
mehr aus. 

Damit gehen also dem Kérper dauernd Stoffe verloren, die, selbst 
wenn sie als Kérperbausteine ihre Rolle ausgespielt haben sollten, doch 
zug mindesten noch ein wertvolles Brennmaterial darstellen. Wir sehen 
hier einen Gegensatz im Verhalten der Niere zu den Zuckern, von 
denen sie die dem Kérper niitzlichen zuriickhalt und nur die nicht 
abbaufahigen passieren 1aBt, und den Aminosauren, von denen sie 
einen nicht unbetrachtlichen Teil zu Verlust gehen laBt. Dieser 
Vorgang besitzt gréBtes Interesse nicht nur fiir den Physiologen, 
sondern auch fiir den Kliniker. Wissen wir doch, daB eine Reihe 
von Prozessen, bei denen ein gesteigerter Abbau von Organeiweil 
stattfindet, sich auch in einer Zunahme der Aminosaurefraktion des 


1) K. Stolte, Zeitschr. f. Chem., Phys. u. Pathol. 5, 15, 1904; S. Rosen- 
baum, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 41, 420, 1924. 

2) O. Folin und H. Berglund, Journ. of biol. Chem. 51, 395, 1922. 

3) G. Embden und H. Reese, Hofmeisters Beitr. 7, 441, 1905. 

4) Engeland, Zeitschr. f. physiol. Chem. 57, 49, 1908. 
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Harns zu erkennen gibt. So ist denn auch schon in verschiedenen 
Arbeiten die Frage behandelt worden, von welchen Faktoren der 
Umfang der Aminosaureausscheidung durch die Niere abhangt. 


Nachdem schon friihere Forscher eine Erhéhung der Aminosiiure- 
ausfuhr unter dem EjinfluB ausgiebiger Zufuhr gefunden hatten. verglichen 
Folin und Berglund in ihrer genannten Arbeit die Schwankungen des 
Aminosiiuregehalts, die im AnschluB an stellenweise allerdings exzessiv 
hohe Gaben von Eiweib oder Glykokoll in Blutplasma und Harn eintraten. 
Es stellte sich heraus, daB eine Erhéhung des Aminosiiurespiegels im Blute 
auch eine Steigerung der Ausfuhr zur Folge hat. ZahlenmaBig formulierbare 
Beziehungen, wie sie z. B. Ambard fiir das Verhaltnis des Harnstoffgehalts 
im Plasma zu dem Betrage der Ausfuhr annimmt, traten allerdings nicht 
hervor. Folin und Berglund nehmen an, daB die Intensitiit, mit der die Niere 
und die anderen Organe sich mit Aminosiiuren beladen kénnen, fiir die 
Ausscheidung maBgebend ist. 

DaB die Aufladung der Gewebe mit Aminosiiuren in der Tat eine grobe 
Rolle spielt, geht unzweideutig aus Versuchen von Nonnenbruch und 
Gottschalk hervor'). Diese Autoren verabreichten Aminosiiuregemische 
(Rektamin), nachdem die Versuchsperson liangere Zeit hindurch nur ein 
Minimum an Eiweib erhalten hatte, die Aviditat der Gewebe zu den Amino- 
siuren also sicherlich auBerordentlich gesteigert war. Eine Steigerung im 
Harn trat unter diesen Umstinden nicht ein. Nach zehntigiger Dauer 
des Versuchs konnten sogar 100g Casein auf einmal zugefiihrt werden, 
ohne daB sich die Aminosiureausfuhr erhéhte. Das Stickstoffdefizit von 
12 ¢, das im Laufe des Versuchs entstanden war, wurde an diesem einen 
Tage gedeckt. Eine betriichtliche Vermehrung der Aminosiuren im Harn 
trat dagegen hervor, wenn das gleiche Aminosi&uregemisch rektal zugefiihrt 
wurde. In diesem Falle gelangt es durch die Venae hiamorrhoidales und 
hypogastricae direkt in die Vena cava inferior, erreicht also die Niere, ohne 
vorher die Leber und andere Organe passiert zu haben. Es lieBen sich so 
Steigerungen des Aminostickstoffs auf 12 Proz. des Gesamtstickstoffs im 
Harn erzielen. Ein Einf!uB des Aminosiuregehalts in dem die Niere durch- 
stré6menden Blute auf die Ausfuhr ist also auch hier klar erkennbar. 

Andererseits findet die Aminosiureausscheidung in der Niere nicht 
etwa nur bei besonders hohen GeHalten im Blute statt, denn auch wahrend 
des eiweiBarmen Regimes verschwanden die Aminosiiuren nicht aus dem 
Harn; die absoluten Mengen waren zwar herabgesetzt, der prozentische 
Anteil an der Stickstoffausfuhr aber wegen der kleinen Gesamtstickstoff- 
menge eher gesteigert. Die Aminosiaurefraktion des Harns zerfillt damit 
in einen endogenen, von der Ernaihrung unabhangigen, und einen exogenen, 
von den meist alimentir bedingten Steigerungen des Aminosiiuregehalts 
im Blut abhangigen Anteil. 

Dieses Versuchsresultat stimmt mit alteren Erfahrungen, vor allem 
der Piidiater, tiberein. Danach scheidet das Neugeborene schon am ersten 
Lebenstage, bevor es irgendwelche Nahrung aufgenommen hat, Amino- 
situren aus, deren Menge steigt aber mit dem Beginn der Nahrungsaufnahme 
und bis zam Ende der Neugeborenenperiode stiandig an*), Also auch hier 


1) W. Nonnenbruch und Gottschalk, Arch, f. exper. Pathol. u. Pharm, 
99, 261, 270, 300, 1923. 
2) S. Simon, Zeitschr. f. Kinderheilk. 2, 1, 1911. 
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ein endogener und ein alimentar bedingter Anteil. Der letztere zeigt sich 
auch in den Versuchen von Brugsch und Hirsch"), die eine Abnahme der 
Aminosiureausscheidung im Hunger nachweisen konnten. 

Uber einen EinfluB der Niere auf die Aminosiiureausscheidung 
sagen alle diese Versuche nichts aus. Gerade dieser Punkt ist aber 
von besonderem physiologischen Interesse, da es schwer ist, sich mit 
der Tatsache abzufinden, daB ein Organ, das den iibrigen Blutbestand- 
teilen gegentiber eine so feine Abstimmung erkennen libt, gerade einem 
der wertvollsten gegentiber sich passiv verhalten sollte. 

Diese Erwagung rief in uns den Wunsch hervor, zu_priifen, 
ob vielleicht zu den Faktoren, von denen der endogene Anteil der 
Aminosaureausscheidung abhangt, die wechselnde Beanspruchung der 
Niere gehért. Fiir das Eisen des Harns hat Ehrenberg?) nachgewiesen, 
dal seine Menge im Harn um so gréBer ist, je starker die der Niere 
zugemuteten Arbeitsleistungen sind. Wir fanden hieriiber zuniichst 
nur eine AuBerung von Folin und Berglund, die einen EinfluB der 
Diurese im allgemeinen annehmen zu kénnen glauben. Nur bei einem 
ihrer Versuche, indem sie Casein das eine Mal in gespaltenem Zustande, 
das andere Mal in einer groben Menge von Wasser suspendiert gereicht 
hatten (Tafel V und V1) , lassen sie die Vermutung zu, dab vielleicht 
die héhere Wasserausscheidung im zweiten Falle die Aminosiure- 
ausscheidung begiinstigt haben kénnte. Besondere Versuche iiber den 
EinfluB der Diurese, also ohne Zulage von Aminosiuren, haben Folin 
und Berglund uicht ausgefiihrt 

Dagegen hat Goebel in seiner Arbeit, die uns leider erst nach Ab- 
schluB unserer Versuche bekannt wurde*), festgestellt, daB die gleiche 
Eiweiimenge beim Saiugling zu einer wesentlich héheren Aminoacidurie 
fiihrt, wenn die gleichzeitig genommene Wassermenge verdoppelt 
wird. Goebel fiihrt die hGhere Aminosadureausscheidung, die der Saugling 
auch unter normalen Bedingungen zeigt, auf den héheren Wassergehalt 
seiner Nahrung gegeniiber der des Erwachsenen zuriick®). 

Zu einer weiteren Fragestellung fiihrten die Beobachtungen von 
Folin und Berglund iiber den Zusammenhang zwischen der Amino- 
siurekonzentration im Blute und der Héhe der Ausscheidung. Wir 
wissen aus den Untersuchungen von Thomas), da®B die einzelnen 
Eiweibkérper in sehr verschiedenem Grade befahigt sind, fiir zer- 


1) Brugsch und R. Hirsch, Zeitschr. f. exper. Pathol. u. Ther. 4, 
947, 1907. 

2) R. Ehrenberg und A. Karsten, Pfliigers Arch. 198, 86, 1921. 

3) F. Goebel, Zeitschr. f. Kinderheilk. 34, 94, 1922. 

4) F. Goebel und F. v. Bernuth, Untersuchungen iiber die Aminosiure- 
ausscheidung des Sauglings im Hungerzustande, diese Zeitschr. 146, 336, 
1924. 

5) O. Folin, Journ. of biol. Chem. 51, 393, 1922. 
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fallendes Kérpereiweif einzutreten. Die Unterschiede in dieser 
..biologischen Wertigkeit™ sind viel ausgepriigter, als die in der quali- 
tativen Zusammensetzung der Proteine aus den einzelnen Amino- 
siuren. Am hochwertigsten fand Thomas die EiweiBkérper des Rind- 
fleisches und unserer iiblichen Konsumfische, auf mittlerer Linie bewegt 
sich das Casein, wihrend die Proteine der Leguminosen am unteren 
Ende der Reihe stehen. Es erschien nun moéglich, daB bei Verwendung 
eines biologisch geringwertigen Proteins die in das Blut gelangten 
Bausteine von den Geweben nicht ganz mit der gleichen Leichtigkeit 
aufgenommen wiirden, wie das bei Verwendung hochwertiger Proteine 
der Fall ist, und dab es auf diese Weise zu einer linger dauernden Er- 
héhung der Aminosauren im Blute und damit zu der Méglichkeit umfang- 
reicherer Verluste kommen wiirde. Bausteine, die beseitigt werden 
miiften, weil sei fir den Organismus nicht wenigstens als Brennstoff 
verwendbar waren, kennen wir freilich auch in den geringwertigen 
Eiweibkorpern nicht. Folin und Berglund sowie Nonnenbruch und 
Gottschalk haben im wesentlichen mit Casein, die amerikanischen 
Autoren daneben auch mit der sehr geringwertigen Gelatine gearbeitet, 
die denn auch die Aminosaureausscheidung besonders ausgiebig steigerte. 
Wir legten uns die Frage vor, ob sich bei der Verwendung einer Reihe 
von Proteinen aller Stufen der Wertigkeitsskala greifbare Unterschiede 
herausstellen wiirden. 

Die Untersuchungen wurden im Rahmen eines Selbstversuchs 
an dem einen von uns (Siwon) ausgefiihrt. Da sie sich mit kleinen 
Unterbrechungen iiber mehrere Monate hinzogen, war es nicht méglich, 
einen strengen Stoffwechselversuch durchzufiihren. Wir kontrollierten 
aber wihrend eines mehrtigigen Aufenthalts in der medizinischen 
Klinik, da® die Versuvhsperson im Ablauf ihres Eiweibstoffwechsels 
keine Besonderheiten darbot. Wahrend dieser Zeit wurden die Analysen 
im Laboratorium der Klinik ausgefiihrt, und wir méchten dem Oberarzt 
der Klinik, Herrn Prof. Dr. E. Frank, auch an dieser Stelle fiir sein 
grobes Entgegenkommen danken. Wahrend der ganzen Dauer des 
eigentlichen Versuchs wurde die Assistentenkost der chirurgischen 
Universititsklinik genossen, die eine ausreichende und vor allem ganz 
gleichmaBige Versorgung mit EiweiB bot. Das Korpergewicht der 
Versuchsperson anderte sich in der ganzen Zeit bis auf geringe Schwan- 
kungen nicht. 

Die Bestimmungen des Aminosaurestickstoffs im Harn nahmen 
wir in der ersten Zeit gleichzeitig nach dem gasometrischen Verfahren 
von van Slyke, durch Aminosauretitration nach Sérensen und mittels 
des kolorimetrischen Verfahrens nach Folin vor'). Es stellte sich bald 


1) O. Folin, Journ. of biol. Chem, 51, 393, 1922. 
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heraus, daf} dieses letzte Verfahren den anderen zweifellos iiberlegen 
war, worauf wir es ausschlieBlich verwendeten. 

Wir fanden an den Tagen, an denen keine besonderen MaBnahmen 
getroffen waren, eine mittlere Ausscheidung von 220 mg Aminosiure- 
stickstoff. Wie gleichmiabig die Aminosiureausscheidung unter einheit- 
lichen Lebens- und Ernahrungsbedingungen sein kann, zeigt z. B. ein 
Blick auf die Abb. 7, in der zwei Serien von Normaltagen, unterbrochen 
durch je einen ergebnislos verlaufenen Kochsalzversuch, wieder- 
gegeben sind. 

An den 3 Februartagen sind die Aminosiaurestickstoffwerte 218, 
220 und 212 mg in der Zeit vom 3. bis 10. Mai 1924, die Grenzwerte 
218 und 240mg. Natiirlich darf man aber mit einer Konstanz der 
Ausscheidung in derart engen Grenzen nicht bestimmt rechnen. Wir 
haben deshalb als Steigerungen der Aminoséiureausfuhr nur diejenigen 
Erhebungen gebucht, die sich iiber den Vor- und Nachtag wesentlich 
heraushoben. 

Bei der Betrachtung unserer Versuchsergebnisse stellen wir aus 
auberen Griinden die Eiweifzulageversuche voran. Wir verwendeten 
bei diesen Casein in Form von Weibkase, Kabeljau, Erbsen und Weizen- 
protein. Nach der Tabelle von Thomas ist die biologische Wertigkeit 
des Kabeljaufleisches 92 Proz., die des Caseins 70 Proz., des Erbsen- 
und Weizeneiweibes 55 bzw. 36 Proz. Wir bedienten uns der Natur- 
produkte, nicht reiner Eiweibpriparate des Handels, wie das auch 
Thomas getan hat. Unsere Absicht, durch Eingabe von je 10g N in 
Form der verschiedenen Proteine die Eiweibzufuhr ungefahr zu ver- 
doppeln, lie} sich nur im Fall des Caseins genau verwirklichen. Bei 
den anderen Stoffen, insbesondere bei dem Weizenmehl, das als Einback 
yvenossen wurde, erwies sich die Aufnahme so grober Stickstoffmengen 
in einer Mahlzeit als unméglich. Die Aufnahme der Versuchsmahlzeit 
erfolgte in der Regel um 10 Uhr vormittags. Der Harn wurde in zwei 
Portionen von morgens 8 bis abends 8 Uhr und von dort bis 8 Uhr 
am folgenden Morgen gesammelt. Die Untersuchung erfolgte getrennt 
(siehe die Tabellen am SchluB), unsere Diagramme verzeichnen jedoch 
die durch Addition gewonnenen 24 Stundenwerte. 

In der nachstehenden Abb. 1 sind die Ergebnisse unserer Eiweil- 
versuche wiedergegeben. Die dunklen Zylinder bezeichnen die Amino- 
siureausscheidung in Milligrammen, die hellen die Wasserausscheidung, 
die in diesen Versuchen nicht planmabig beeinfluBt wurde, aber natiirlich 
einige Schwankungen nach beiden Seiten des Mittels zeigt. Jeder 
Versuchstag erscheint mit seinem Vor- und Nachtag. Im iibrigen 
wurden nicht etwa alle EiweiBversuche hintereinander ausgefiihrt, 
sondern sie verteilen sich, wie die beigegebenen Daten zeigen, auf 


den gréBten Teil der gesamten Untersuchungszeit. 
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Eine erhebliche Stérung zeigte sich nur an dem ersten Erbsentag, 
an dem die Resorption durch eine leichte Diarrhée gestért war. Es 
kommt das auch in der niedrigen Wasserausscheidung dieses Tages 
zum Ausdruck. Bei diesem Versuche vermissen wir eine Einwirkung 
der EiweiBzulage auf die Aminosiureausscheidung, in allen anderen 
Versuchen trat eine soleche aber unverkennbar hervor. Die Ausschlage 
sind nicht besonders grob, insbesondere viel kleiner als die von 
Nonnenbruch und Gottschalk bei rektaler Zufuhr erzielten, aber in jedem 
Falle durch den Vergleich mit Vor- und Nachtag sicher feststellbar 
Die absoluten Zunahmen geyeniiber dem Mittel von Vor- und Nachtag 
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sind bei Weibkase 65 und 62 mg, bei Erbsen 57 mg, Kabeljau 56 mg, 
Materna 52mg und Weizenmehl 72 mg. Erhebliche Unterschiede 
zwischen den einzelnen Proteinen oder gar ein Parallelismus zu ihrer 
Stellung auf der Skala der biologischen Wertigkeit ergeben sich aus 
diesen Zahlen nicht. Das Bild wird aber etwas anders und die Unter- 
schiede deutlicher, wenn man die verschiedene Menge der auf- 
genommenen Eiweibkérper beriicksichtigt, indem man sie in jene 
Zahlen dividiert. So ergibt sich 


fir 1g Casein-N eine Steigerung von 6,1 bzw. 8,1 mg 
lg Kabeljau-N “ 6,6 mg 

.. lg Materna-N - 3 Re 7,2 

.. lg Erbsen-N = - is 7.9 
1g Weizenprotein-N  ,. oi » sat os 
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Es hebt sich also wenigstens das Weizenprotein deutlich aus der W 
Xeihe der anderen heraus, die ihrerseits nahe aneinanderliegen. Auch V 
bringt es als einziges EiweiB eine Erhéhung des prozentischen p 
Anteils des Aminosiurestickstoffs am Gesamtstickstoff hervor. Es iu 
erscheint danach unwahrscheinlich, daB bei der gewéhnlichen ge- \ 

mischten Kost groBbe Schwankungen der Amino- 
M23 GH HO" Ils Pees 25/26 ° e 
y ¥ Fr & F #& sdureausfuhr durch die Qualitat der aufgenom- d 


menen Eiweibstoffe hervorgerufen werden. Bei i 
einseitiger Ernahrung mit Zufuhr von haupt- . 
sachlich vegetabilischem Eiweili kénnten aber 1 
vor allem im Verlauf langerer Perioden Mehr- y 
verluste an Aminosiuren eintreten, die ins Ge- 
wicht fielen. 


- ) 478 _ 


























Aus der Gesamtheit der Versuche gewinnt ! 
man den Eindruck, daB die endogene Komponente c 
$ der Aminosiureausscheidung zum mindesten von | 
der gleichen GréBenordnung ist, wie die durch ‘ 
die Nahrung bedingte Erhéhung. Diese endogene y 
Komponente resultiert aus den Beziehungen der 
YY Niere zu dem Aminosiurespiegel des normalen 
$3 ' Niichternblutes, der nach Folins Bestimmungen P 
8 nicht unter 5 mg-Proz. Stickstoff sinkt. 

: 3 Wir haben nun auf dieses Verhiltnis ein- { 
: y zuwirken versucht. indem wir die Niere in ver- { 
, 3 schiedener Weise zu gréBeren Arbeitsleistungen 
> zwangen. Die einfachste und _ nichstliegende ; 
] Moglichkeit war die Steigerung der Diurese ' 
J durch Verabreichung gréBerer Fliissigkeitsmengen. | 
~ Abb. 2 gibt eine Ubersicht iiber zwei Versuche, ‘ 
in deren erstem (am 29. April) 1 Liter, in deren 
zweitem (am 24. Juni) 2 Liter Wasser auber 

der gew6hnlichen Fliissigkeitsaufnahme getrunken 
wurden. Die erste Menge wurde innerhalb einer, ' 
die zweite innerhalb von zwei Stunden = ge- , 
c ‘ trunken. Am ersten Tage stieg die Harnmenge ' 
“$ ‘§ auf 2450cem zwischen 1300 und 2200 ccm des 


Abb. 2. Wasserversuche. VOr- und Nachtages, die Aminosaureausschei- 

dung auf 291mg zwischen 213 und 216mg. 
Am zweiten Versuchstage betrug die Harnmenge 4180 cem zwischen 
2050 und 1200 ccm, die der Aminosaiuren 362 mg zwischen 228 und 
232mg. In beiden Fiillen ist die Steigerung der Aminosaureausfuhr 
sehr deutlich und durch das gréBere Fliissigkeitsvolumen viel energischer 
gesteigert als durch das kleinere. Am Nachtag des zweiten Versuchs 
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war die Harnmenge besonders klein. 


Daran mag zum Teil die heibe 


Witterung schuld sein, die an diesem Tage auf eine langere Regen- 
periode folgte. Prozentisch betragt die Steigerung im ersten Versuch 33, 


im zweiten 59,7 Proz. iiber das Mittel des 
Vor- und Nachtages hinaus. 

In einem weiteren Versuch priiften wir 
den EinfluB8 ausgiebiger Wasserdarreichung 
in kiirzeren Zeitabschnitten. Nachdem eine 
Stundenportion des Harns von 45¢cm mit 
10 mg Aminosaurestickstoff gesammelt war, 
wurden 1250 cem Wasser getrunken. Die 
Aufnahme war am Ende der zweiten Stunde 
abgeschlossen. In ihr wurden 95 cem Harn 
mit 19mg Aminosaurestickstoff ausgeschie- 
den. Die beiden folgenden Stundenportionen 
hatten Volumina von 780 und 550 cem, 
die Aminosiuremengen betrugen 71 und 
75mg. Dann sanken beide GréBen steil ab. 
In den beiden nachsten Stunden betrug die 
Harnmenge 200 und 130 cem, die des Amino- 
siurestickstoffs 18 bzw. 14 mg (Abb. 3). 

Wir untersuchten auf Grund dieser Be- 
funde die Ergebnisse aller anderen Versuchs- 
tage auf Zusammenhinge zwischen der 
Harnmenge. die bei der Versuchsperson 
ziemlich starken Schwankungen unterlag, 
und den Betrag der Aminosiureausscheidung. 
Es sind mehrere Perioden in unserer Ver- 
suchsreihe vorhanden, in denen man durch- 
aus den Eindruck gewinnt, daB ein Pa- 
rallelismus beider GréBen vorhanden ist. 
Die Zahlen fiir die Wasser- und Amino- 
siureausscheidung in der ersten Woche 
unseres Versuchs unter Weglassung des 
ersten Caseintages (Abb. 4) ergeben z. B. 
folgendes Bild: 


19 
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Abb. 3. 
Stundenversuche mit Wasser 
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Abb. 4. Versuchsbeginn. 








Datum Harnmenge Aminosaure«N Datum 
8./9. I 2180 235 mg 12./13. 
9./10. I. 1800 sl. 13. 14. 
10.11. I 1760 207 . 15. 16, 
11,/12. I 2250 261 . 16.17. 





— eet 


Harnmenge Aminosaure«N 


Careintag 


1700 202 mg 
2000 180 
2150 201 
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Mit alleiniger Ausnahme des Tages (15.16. Januar) gehen in 
dieser Zeit Wasser- und Aminosiiureausscheidung gleichsinnig, ver 
schiedentlich wird sogar eine gewisse Proportionalitat beider GréBen 
erkennbar. Jedenfalls gewinnt man den Eindruck, da® die Ausscheidung 
der Aminosiuren mit der des Wassers verkniipft ist. 

Wir suchten dann weiter die Arbeit der Niere durch Vermehrung 
der auszuscheidendén festen Stoffe und auf pharmakologischem Wege 


zu steigern. Zu diesem letzten Zwecke bedienten wir uns des Theocins. 
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Bekanntlich hat man friiher die Wirkung der Diuretica der Nanthin- 
gruppe so interpretiert, dal sie einen elektiven Reiz auf die Wande 
der NierengefiBe ausiibten'). Neuerdings hat Ei/inger dargetan, dal 
sie entquellend auf die Kolloide des Organismus wirken, so daB die 
Diurese als Folge einer endogenen Plasmaverwisserung erscheint*). In 
heiden Fallen besaBben Versuche mit einem derartigen Mittel Interesse, 


1) Fletcher, Henderson und Léwi, Arch. f. exper. Pathol, u. Pharm, 53, 
15, 1905, 
2) A. Ellinger, Heymann und Klein, ebendaselbst 91, 1, 1921. 
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wenn auch im zweiten nur eine Bestatigung unserer Wasserversuche 
zu erwarten war. 

Am 12. Februar nahm die Versuchsperson | g Theocin, also eine 
sehr hohe Dosis, die denn auch die Harnabsonderung von 1750 auf 
3300 ccm steigerte. Die Aminosiureausscheidung stieg von 199 mg 
am Vortage auf 315 mg am Vesuchstage. Der Nachtag brachte abnorm 
kleine Harn- und Aminosiuremengen (1000 com, 141 mg). Gegeniiber 
dem Vortage betragt die Steigerung des Aminosiurestickstoffs 58 Proz., 
also genau soviel, wie bei Verabreichung von 2 Liter Wasser. Besonders 
interessant waren die Ergebnisse des zweiten Theocinversuchs, der 
am 14. Mai unternommen wurde. Da sich bei der ersten starken 
Theocingabe verschiedene erhebliche Beschwerden ergeben hatten, 
wollten wir sie nicht wiederholen und gaben nur 0,5 g. Da auch dieser 
Versuch bei sehr warmer Witterung unternommen wurde, erzielten 
wir nur eine geringe Steigerung des Harnvolumens von 1420 auf 1600 com 
und sahen am Nachtage sogar eine abnorm kleine Menge eines héchst 
konzentrierten Harns von der Dichte 1034. Die Aminosiiuren gingen 
denn auch nur mabig, um 43 mg oder 18 Proz. in die Héhe. Auch 
hier zeigen sich also die Aminosauren in ihrer Ausscheidung an das 
Wasser gebunden (Abb. 5). 

Mit Harnstoff wurden drei Versuche angestellt (Abb. 6). In den 
beiden ersten wurden um | und 5 Uhr je 7,5g in wasseriger Losung 
genommen. Die Ausscheidung desselben vollzog sich wesentlich lang- 
samer als die des Wassers, war aber am Morgen des Nachtages zum 
grébten Teil abgeschlossen. In dem ersten Versuch am 18. 19. Februar 
blieb die erwartete Diurese aus, es wurde ein ziemlich hochgestellter 
Harn ausgeschieden. Die 1000 cem Tagesharn (Durchschnitt 1022 
und 900 cem Nachtharn (Durchschnitt 1024) enthielten je 150, zu- 
sammen 300 mg Aminosiurestickstoff, d.i. ein Uberschu® von 27 Proz. 
liber das Mittel von Vor- und Nachtag hinaus. Im zweiten Versuch 
am 21./22. Februar war die Harnstoffdiurese deutlich. Es wurden 
2250cem Harn mit 245mg Aminosaurestickstoff ausgeschieden, was 
gegeniiber jenem Mittel eine Steigerung um 21 Proz. bedeutet. 

Diese beiden Versuche ergeben kein ganz iibereinstimmendes Bild 
Wahrend in dem zweiten die Steigerung der Aminosaureausscheidung 
sich durch die Zunahme der Diurese ausreichend erkliren lieBe, ist 
in dem ersten eine Vermehrung eingetreten, ohne da die Harnflut 


gewachsen ware. Man kénnte danach versucht sein anzunehmen, dal 
der Harnstoff die Aminosiiureausfuhr auch direkt, ohne den Umweg 
iiber eine Diuresesteigerung, férdern kénnte. (Dal eine Steigerung des 
Harnstoffgehalts an sich auf das Ergebnis der Aminosiurebestimmung 
nach Folin ohne Einflu®B ist, haben wir noch besonders kontrolliert, 
indem wir einen Harn einmal sofort, daneben unter Verdoppelung des 
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Harnstoffgehalts untersuchten. Die Ergebnisse waren beide Male die 


gleichen.) 

Wir versuchten, tiber das Verhalten des Harnstoffs genaueren 
AufschluB zu gewinnen, indem wir an einem Tage 15g Harnstoff in 
zwei Portionen gaben und den Harn in Perioden von 2!, Stunden 


Dauer sammelten. Es ergab sich folgendes Bild: 


Harnstoffversuch vom 2./3. Mai. 


Um 11 Uhr 10g, um 1 Uhr 5g Harnstoff per os. 







































‘ Harnmenge . Gesamt«N Harnstoff«-N AminosauresN 
Zeit Spez. Gew. 
ccm g g mg 
8h0OO/—10b30' 110 1026 131 1.05 16 
10 30— 1 00 230 1017 2.03 1.61 24 
1 00— 3 30 225 1017 2.34 2,14 24 
3 30— 6 00 175 1025 2.38 1,96 36 
6 00— 8 00 600 1012 2.34 1,95 63 
8 00— 8 00 1300 1017 8,06 7,88 141 
2640 —_ 18,46 16,59 304 
a = s= 8} 
s§ & S38§ 
Es o” Res) AminosgureW 
600 3,0 30 60; ———_+—— é — 
$00 2,5 25 $0}--—— +———+—___- oe 
Oe uw Pf -F- 4 Ges-NV 
400 2,0 2,0 ¥0}——+ — pe ge ——+— 
- Harnst-N 
300 4,5 1,5 30\}- é ‘ 
200 40 40 0 
BEE OTT 
0 
8-1090 9t4 9-380 7G 6-8 


Abb. 7. Stundenversuch mit Harnstoff. 


Hier macht sich von 1 Uhr an eine Steigerung der Harnstoff- 
ausscheidung bemerkbar, die bis zum Abend annahernd auf gleicher 
Hohe bleibt. Der Aminosaurestickstoff ist schon in der Zeit von 
3 Uhr 30 Minuten bis 6 Uhr stark gesteigert. Die gleiche Bewegung 
findet sich auch an Normaltagen um diese Zeit, sie diirfte daher mit 
der Eiweibaufnahme bei der Hauptmahlzeit zusammenhangen. Eine 
besonders energische Steigerung erfolgt in der Zeit von 6 bis 8 Uhr 
zugleich mit einer solchen der Diurese. Der Nachtharn enthalt von 
der Tagesmenge des Wassers 49, von der des Harnstoffs 47 und von 
der des Aminosaurestickstoffs 46 Proz., gestattet also keinerlei Schliisse. 
Ein direkter EinfluB der Harnstoffausscheidung wird in diesem Versuch 


nicht erkennbar. 
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Zwei Kochsalzversuche, in denen je 10g des Salzes in Wasser 
gelést auf einmal genommen wurden, gaben tibereinstimmend ein vollig 
negatives Resultat. Die Kochsalzmenge wurde innerhalb des Versuchs- 
tages ausgeschieden, wobei nur das eine Mal eine einigermaben aus- 
giebige Steigerung der Harnmenge eintrat, ohne dal es zu einer Zu- 
nahme der Aminosiuremenge im Harn gekommen wire (Abb. 8). 

Es scheint danach, dai Kochsalz und Harnstoff sich etwas ver- 
schieden verhalten. Es mag das in dem verschiedenen Schicksal be- 
griindet sein, das beide Stoffe auf dem Wege durch die Niere erfahren. 
Das in den Glomerulis austretende Kochsalz wird in den Tubulis zum 
Teil zuriickresorbiert, wahrend die Menge des Harnstoffs in diesen 
durch Sekretion vermehrt wird, ohne dab eine Riickresorption erfolgte 


Wir kennen auch sonst verschiedene > .95 22 se 67 78 je 89 OM 
: ! , - y >is 
Unterschiede in dem Verhalten der % » bv 5; 


beiden Stoffe der Niere gegenitiber.. 
So ist die Harnstoff-, nicht aber die 


. ‘ - “ ’ > 
Kochsalzdiurese, von einer Zunahme ~~ « Te * 
. SY I . 
des Sauerstoffverbrauchs der Niere : 
begleitet!) und beide sind verschieden og 8 


in ihrer Empfindlichkeit gegeniiber 
der Sublimatvergiftung. 

Wir méchten das Ergebnis unserer 
Versuche dahin zusammenfassen, dal} 
der durch die Nahrung bedingte An- 
teil der Aminosaureausscheidung hinter 





























dem endogenen an Umfang zuriick- 
steht, da zwar beide getrennt durch 


geeignete MaBnahmen zu_ beeinflussen = > 
Abb. 8. Kochsalzversuche 





sind, aber wieder der endogene wirk- 

samer. Die Grébe des endogenen Anteils hingt augenscheinlich 
zum Teil auch von den speziellen Verhiltnissen in der Niere ab, 
da es gelang, ihn durch Mafinahmen zu steigern, die den Amino- 
siiuregehalt des Blutes nicht Andern kénnen. Allen gemeinsam 
ist die Durchfuhr vergréBerter Wassermengen durch die Glomeruli. 
Es wurden schon oben die Versuche von Goebel erwihnt, in denen Siug- 
lingen die gleiche Nahrung, also auch die gleiche Eiweibmenge. zugleich 
mit verschiedenen Wassermengen gegeben wurde. Bei den Kindern, 
die an sich schon eine abnorm hohe Aminosaureausscheidung besaben, 
zeigte sich eine sehr deutliche, bei solchen mit an sich normaler Amino- 
siiureausscheidung eine weniger ausgeprigte Erhéhung des Verhalt- 
nisses Aminosaurestickstoff : Gesamtstickstoff im Harn. Die absoluten 


1) J. Barcroft und H. Straub, Journ, of Physiol. 41, 145, 1912. 
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Mengen beider Grében wurden wegen der bekannten Schwierigkeiten 
im quantitativen Aufsammeln des Harns bei Saiuglingen nicht ge- 
messen, wiirden aber ohne Zweifel ein nicht sehr abweichendes Resultat 
gegeben haben. Auch Goebel sieht die Ursache der von ihm beobachteten 
Erscheinung im Verhalten der Niere und speziell darin, daB die Niere 
des Saiuglings und in noch héherem Grade die des unausgereiften Kindes 
die Anforderungen der hohen Wasserausscheidung nicht zu_ erfiillen 
vermag, ohne fir andere Blut bestandteile durchlassiget zu werden. Unsere 
Versuche zeigen dariiber hinaus, daB hier nicht etwa eine sich spiiter 
ausgleichende Unvollkommenheit der Siuglingsniere vorliegt, sondern 
dali vielmehr auch die Niere des Erwachsenen eine Steigerung der 
Diurese durch Mafinahmen verschiedenster Art mit einer Erhéhung 
der Aminosiureausfuhr begleitet. Die Erkenntnis, da die Amino- 
siiuren mit dem Wasser gehen, bringt zugleich die Entscheidung der 
Frage, die wir uns vorgelegt hatten: ob naimlich die Héhe der Amino- 
siureausfuhr mit dem Betrag der der Niere zugemuteten Arbeit in 
Zusammenhang stiinde. Wenn nimlich die Aminosiuren das Wasser 
begleiten, mit erhGhtem Wasserzustrom also auch in vermehrter Menge 
in die Niere gelangen, so ergibt sich die Méglichkeit, die vermehrte 
Auscheidung auf das verstarkte Angebot zu beziehen, und sie wird zur 
Notwendigkeit angesichts des Fehlens einer Steigerung durch andere 
Formen der Nierenarbeit. Zugieich mit den Aminosiuren str6mt nun 
bei einer Verstirkung der Diurese z. B. auch der Zucker den Nieren in 
vermehrter Menge zu, ohne daB es zu einer Ausscheidung kommt, und 
wir miissen in dem Verhalten der Niere zu den einmal zu ihr gelangten 
Aminosiauren einen besonderen Faktor suchen, der veranlabt, dab die 
mehr aufgenommenen Aminosiuren zum Teil in den Harnwegen ver- 
bleiben. 

Alle Theorien tiber die Harnbildung gehen von der Annahme des 
Ubertritts einer Fliissigkeit, die alle kristalloiden Plasmabestandteile, 
aber kein Eiweif enthalt, aus den Schlingen der Glomeruli in den 
Bowmanschen Kapselraum aus. ‘Ein Unterschied besteht nur insofern, 
als von der einen Seite eine Filtration oder besser Ultrafiltration, von 
der anderen eine Sekretion des Primiarharns angenommen wird. Dieser 
Fliissigkeit werden auf dem Wege durch die Tubuli durch deren Epithel- 
zellen einige Bestandteile, wie Wasser, Kochsalz und Traubenzucker, 
ganz oder teilweise wieder entzogen, wahrend andere, wie Harnstoff 
und Harnsiure, ihr durch Sekretion zugefiigt werden. 

Beziiglich der im Glomerulus stattfindenden Vorgiange haben neue 
Untersuchungen von Starling und Verney) starke Griinde, wohl die 
Entscheidung zugunsten der Filtrationstheorie gebracht. Starling und 


1) E. H. Starling und E. B. Verney, Arch. d. Physiol. 205, 47, 1924. 
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Verney argumentierten so, dafb die Arbeitsleistung einer Filtration vom 
Herzen, die einer Sekretion von der Niere bestritten werden miisse. 
Alle Sekretionsvorgiinge miissen demnach stocken, wenn man die Niere 
durch Blausdurevergiftung verhindert, aus Oxvydationsvorgingen 
Energie zu gewinnen, wie sie das bei ihrer normalen Arbeitsleistung 
in gréBtem Umfang tut!). Filtrationsvorginge dagegen miissen unter 
diesen Umstinden ungehindert weitergehen kénnen. Tatsiachlich 
wurde nun in DurchstrO6mungsversuchen am = Sfarlingschen Herz- 
Nierenpraparat bei Blausiurevergiftung ein Weitergehen der Harn- 
bildung gesehen, der Harn war aber kochsalzreicher und harnstoff- 
airmer als der unter normalen Bedingungen abgesonderte. Die Ab- 
sonderung des Wassers, des Kochsalzes und eines Teiles des Harnstoffs 
erscheinen danach als Filtrationsvorgang, die Arbeit der Niere erstreckt 
sich nur auf die Riickresorption eines Teiles der Chloride und die 
Sekretion weiterer Harnstoffmengen. 

Die Aminosiuren gelangen mit dem Wasser und den anderen 
Plasmakristalloiden, vor allem der Glucose, in die Nierenkanalchen 
hinein. Uber ihre absolute Menge im Primarharn und iiber die Ver- 
inderungen, die bei der Passage durch die Tubuli in seinem Amino- 
siuregehalt vorgehen, kénnen wir uns keine genaue Vorstellung machen. 
(Ein Anhalt kénnte vielleicht mit Hilfe der Starlingschen Versuchs- 
anordnung gewonnen werden.) Seine obere Grenze kénnen wir aber 
schatzen, wenn wir von der mittleren Tagesproduktion an Harnstoff 
und von dem Verhaltnis von Harnstoff- und Aminosiurestickstoff 
im Blutplasma ausgehen. Die Tagesmenge des Harnstoffstickstoffs 
mag mit etwa 15g angesetzt werden, im Plasma betrigt die Menge 
des Aminosiiurestickstoffs ungefahr ein Drittel vom Harnstoffstickstoff. 
Falls der ganze Harnstoff in den Glomerulis ausgeschieden wiirde, 
hatten wir mit dem Auftreten von etwa 5g Aminosiiurestickstoff in 
dem in 24 Stunden sezernierten Primarharn zu rechnen. In Wirklichkeit 
wird es in dem Mabe weniger sein, als Harnstoff in der Tubulis sezerniert 
wird, sicher aber ein erheblicher Bruchteil dieser Menge. Vergleichen 
wir nun damit die tatsichlich in den Harn gelangende Menge, so ergibt 
sich, das die Niere einen Teil, wahrscheinlich die Hauptmenge, der in 
die Tubuli gelangenden Aminosiuren wieder aufsaugt. Dies ist der- 
selbe Mechanismus, durch den im gesunden, nicht mit Traubenzucker 
iiberschwemmten Organismus der Traubenzucker erhalten bleibt. Fiir 
die Froschniere hat Clark*). fiir die Siugerniere Nishi*) unter 
H. H. Meyer festgestellt, daB Zucker im Glomerulus ausgeschieden, in 
den Tubulis aber, und zwar unter normalen Umstiinden quantitativ, 


') Barcroft und Straub, 1. ¢. 
oo 


*) Clark, Ghaicose absorption in the renal tuberles of the frog. 1922 
3) Nishi, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 62, 329. 1910. 
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wieder aufgesaugt wird. Die Niere verhalt sich den Aminosduren 
gegentiber ahnlich, wie gegen den Traubenzucker, arbeitet aber nicht, 
wie in jenem Falle, quantitativ. 

Mit den Ursachen des verschiedenen Verhaltens der Nieren- 
epithelien gegeniiber den einzelnen_ kristalloiden Harnbestandteilen 
hat sich in neuerer Zeit vor allem Cushny beschaftigt. Er hat zuerst!) 
versucht, physikalisch-chemische Momente, vor allem das ungleiche 
Diftusionsvermégen der gelésten Stoffe fiir ihr verschiedenes Verhalten 
verantwortlich zu machen. Diese Erklarung laBt jedoch schon bei 
den Zuckern vollstaindig im Stich. Die Niere ist dicht nur gegen 
Traubenzucker, die Disaccharide labt sie vollstandig, Pentosen und 
sogar die Hexose Galaktose zum Teil durch. Hier sind irgendwie 
betrachtliche Unterschiede im physikalisch-chemischen  Verhalten 
gegeniiber der Glucose nicht vorhanden und Cushny hat denn auch 
in seinem 1917 erschienenen Buche The secretion of urine*) die physi- 
kalisch-chemische Theorie verlassen und eine physiologische an ihre 
Stelle gesetzt. Er unterscheidet zwischen dem Verhalten der Schwellen- 
und Nichtschwellensubstanzen des Blutes. Die ersteren, zu denen 
Kochsalz, Zucker und auch das Wasser gehéren, werden von den 
Epithelzellen zuriickresorbiert, und zwar in Gestalt einer isotonischen 
Lésung, in der auch alle Partiardrucke gleich denen des Plasmas sind. 
Die Nichtschwellensubstanzen dagegen, zu denen die eigentlichen 
Exkretstoffe und die kérperfremden Substanzen gehéren, werden nicht 
resorbiert. Die Einstellung auf die Aufnahme ganz bestimmter Sub- 
stanzen, die schon bei den Darmepithelien vorhanden ist, ist also bei 
denen der Tubuli bis zu der Scharfe eines Ferments gesteigert, so daB 
zwischen den nur stereochemisch unterschiedenen Zuckern unter- 
schieden und die Glucose anders behandelt wird, als alle iibrigen. 

Mit dem Verhalten der Zucker miissen wir nun das der Amino- 
siuren vergleichen. Von ihnen ist die ziemlich groBbe Anzahl von etwa 
20 als Bestandteile des EiweiBmolektils bekannt, die meisten von ihnen 
werden in jeder EiweiBart in gréBerer oder geringerer Menge angetroffen. 
Im Primarharn miissen wir jedenfalls mit der Gegenwart aller rechnen, 
da im Blutplasma bei Abderhaldens Untersuchungen®) keiner der 
bekannteren EiweiBbausteine vermibt wurde. Allen gemeinsam ist 
das Vorhandensein einer Carbonsiure- und einer Aminogruppe, die 
an ein und demselben Kohlenstoffatom stehen. Nur das Pyrrolidin- 
derivat Prolin bildet hier eine Ausnahme. Im iibrigen Teile des Amino- 
siuremolekiils nun finden wir aber Ausschnitte aus der ganzen organi- 


') Cushny, Journ. of Physiol. 27, 429, 1901. 

2) Cushny, London 1917. 

3) E. Abderhalden und Weil, Zeitschr. f. physiol. Chem. S88, 478, 1913; 
114, 250, 1921. 











Versuchsprotokolle. 
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schen Chemie wiedergespiegelt, insbesondere stoBen wir auf reaktions- 
fahige Gruppen der verschiedensten Art: Alkohol- und Sulfhydryl- 
gruppen, Carboxyl- und Aminogruppen, Phenolhydroxyle usf. Es 
kommt hinzu, da die Aminosiuren Ampholyte sind, die zwar bei 
der Reaktion des Wassers in ihrer typischen Gruppierung neutral 
reagieren, aber je nach der Reaktion des Milieus saure oder basische 
Eigenschaften entwickeln, H- oder OH-Ionen abdissoziieren kénnen. 
Die schroffen Wechsel in der Ionenreaktion des Harns sind bekannt, 
und sie miissen von ebensolchen Verainderungen im  Dissoziations- 
zustand der Aminosiuren des werdenden Harns begleitet sein. Damit 
werden sich Unterschiede in der Hydratation und damit in der Grébe 
der zu bewegenden Teilchen verbinden. Allen diesen Veranderungen 
ist der Traubenzucker als neutrale Substanz nicht unterworfen. Es 
ist deshalb sehr verfiihrerisch, den Grund fiir das verschiedene Ver- 
halten der Niere den Zuckern und den Aminosiuren gegeniiber darin 
zu suchen, daB eine Anpassung an die mannigfaltige chemische Be- 
schaffenheit und den standig wechselnden  physikalisch-chemischen 
Zustand dieser Stoffe nicht in dem MaBe méglich ist, wie an die 
konstanten Eigenschaften der Zucker. 

Insbesondere die erwahnten Aciditatsverhaltnisse diirften eine 
bedeutsame Rolle spielen. Wir wissen aus den Untersuchungen von 
Rohde"), da®B auf die Aufnahme und Ausscheidung saurer und basischer 
Farbsalze durch die Epithelzellen der Froschniere die Reaktion den 
allergr6Bten EinfluB ausiibt. Ferner hat TJ'erada*) nachgewiesen, dab 
auf die Dialysegeschwindigkeit von Elektrolyten die Reaktion der 
Fliissigkeit recht bedeutenden EinfluB haben kann. Diese letzte Vor- 
stellung laBt sich experimentell priifen, womit wir zurzeit beschiftigt 
sind. Sie wird aber nur einen Ausschnitt aus den vorliegenden Méglich- 
keiten geben. Weitere Hinweise waren vielleicht von einer genauen 
qualitativen Durchforschung der Aminosiiurefraktion des normalen 
Harns zu erwarten. Eine solche ist aber noch viel schwerer durch- 
zufiihren als im Blutplasma, da im Harn Abkémmlinge der Amino- 
siuren verschiedenster Art vorkommen, die noch die chemischen 
Eigenschaften bis zu einem gewissen Grade zeigen und deshalb in 
ihrer Gesamtheit sehr schwer abzutrennen sind. 


') K. Rohde, Arch. d. Physiol. 182, 114, 1920. 
*) Y. Terada, Zeitschr. f. physikal. Chem. 109, 199, 1924, 








U ber die chemischen Vorginge bei der Lipodiirese in der Lunge. 


Von 
Ernst Schmitz und Fritz Peiser. 


(Aus der chemischen Abteilung des Physiologischen Instituts der Universitit 
Breslau.) 


(Eingegangen am 25. April 1225. 
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Die allgemeine Verbreitung fettspaltender Fermente ist seit langer 
Zeit bekannt, insbesondere ist ihr Vorhandensein in der Lunge schon 
1908 von Sieber!) nachgewiesen und mehrfach von anderer Seite be- 
stiitigt worden”). Uber den weiteren Abbau der Fettsaiuren und ihre 
Oxvdation zu Kohlensiure und Wasser sind wir aber nur unterrichtet, 
soweit die Leber in Frage kommt. Von Porges und Salomon ist sogar 
die Lehre vertreten worden, daB die Leber die einzige Stitte des 
oxydativen Fettabbaues sei, da nach ihrer Entfernung der respiratorische 
Quotient Werte annimmt, die ein Hinstreben nach der ausschlieBlichen 
Verbrennung von Kohlehydrat anzeigen*).  Freilich ist diesen Ver- 
suchen gleich nach ihrem Bekanntwerden und seitdem immer wieder 
widersprochen worden*), und die Ansichten von Porges und Salomon 
sind nicht allgemein angenommen worden, ohne dal, wie gesagt, Sicheres 
iiber den Mechanismus des Fettabhaues an anderer Stelle bekannt 
geworden wire. 

Erst in den letzten Jahren wurden aus Frankreich eine Reihe von 
Arbeiten publiziert, aus denen zu entnehmen ist, daB die Einwirkung der 


Lunge auf die Fette nicht mit ihrer Spaltuny in Fettsiiuren und Glycerin 


abgeschlossen ist. Roger und Binet®) wiesen in einer Reihe von Arbeiten 


') N. Sieber, Zeitschr. f. physiol. Chem, 55, 177, 1908. 
2) P. Saal, diese Zeitschr. 12, 343, 1908; Pagenstecher, ebendaselbst 


18, 285, 1909. 
3) O. Porges, ebendaselbst 27, 143, 1910; O. Porges und H. Salomon, 


ebendaselbst. 

4) F. Verzar, ebendaselbst 
C. r. de la soe. de biol. 92, 17, 1925. 

5) H. Roger et L. Binet, Bull. de lacadémie de médécine 86, 129, 1921; 
86. 79, 203, 1922; SS, 1079, 1923; H. Roger, L. Binet und J. Verne, 


ebendaselbst 88, 1140, 1923. 


84, 52, 1911; Grigaut und Yovanovitch, 
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nach, daB das Blut des rechten Herzens etwa 10 Proz. mehr Fett enthalt, 
als das arterielle Blut, daBb also die Lunge eine dementsprechende Menge 
zuriickhalt. Diese speichernde Tatigkeit bezeichnen die Autoren in Nach- 
ahmung eines Ausdrucks, den Claude Bernard fiir die kohlehydratspeichernde 
Tatigkeit der Leber gepragt hatte, als Lipopexie. Es handelt sich jedoch 
nicht um eine bloBe Speicherung von Fett, etwa zu dem Zwecke einer 
spateren Verteilung, sondern um ein Verschwinden des zuriickgehaltenen 
Fettes, eine ,,Lipodiarese**. Die Lunge besitzt nicht nur selbst diese lipo- 
diaretische Kraft, sondern teilt sie auch dem sie durchstr6menden Blute 
mit. Dabei soll es nicht die Sauerstoffaufladung allein sein, die das Arterien- 
blut fahig zur Lipodiaérese macht, sondern auch noch eine andere spezifische 
Veriinderung, da das venése Blut durch Sauerstoffdurchleitung zwar in 
beschriinktem MaBe lipodiiretisch wirksam wird, niemals aber in dem Mabe, 
wie das Arterienblut es ist. Im Laufe ihrer Arbeiten sind Roger und Binet 
sowie Sicard, Fabre und Forestier'), die ihre Versuche nachpriiften und 
bestiitigten, zu der Uberzeugung gekommen, da8B es sich hier um eine 
fermentative Oxydation von Fett handelt. 

In mehr oder minder hohem Grade sind alle Organe der Lipodiiirese 
fahig. Bei ]8stiindiger Autolvse von Brei der verschiedenen Organe in der 
gleichen Menge fluornatriumhaltiger Kochsalzlésung bei 38° wurden fiir 
die Abnahmen des Fettgehalts folgende Zahlen gefunden: Leber 41 Proz., 
Lunge 39 Proz.. Mesenterialdriisen 34 Proz., Pankreas und Niere 31 Proz., 
Milz 17 Proz., Muskeln 12 Proz., Gehirn 9 Proz. Die Lipodiarese der Lunge 
und der Mesenterialdriisen fallt physiologisch besonders ins Gewicht, weil 
ihnen die im Darm resorbierten Fette zuerst zustr6men. An die Gegenwart 
von Blut ist die Erscheinung nicht gebunden. 

Die Bedeutung des Sauerstoffs fiir die Lipodiirese erhellt besonders 
aus folgendem Versuch von Roger und Binet (|. ¢., C. r. SS, 1079): Einem 
Hunde, bei dem durch Abbindung der Arterien an der Halsbasis, des 
Truncus coeliacus und des Mesenteriums einem Abtransport von Fett aus 
der Lunge vorgebeugt war, wurden 4 cem Olivenél in die Vena saphena 
injiziert. Ein 5 Minuten danach untersuchtes Lungenstiick hatte einen 
Fettgehalt von 7,99 Proz., nach 2 Stunden wurde in einem Stiick, das 
normal geatmet hatte, 3,53 Proz., in einem anderen, der von der Laft 
abgeschnitten war, 7,84 Proz. gefunden. 

Eine Bestitigung der Befunde von Roger und Binet lieferte die oben 
erwihnte Arbeit von Grigaut und Yovanovitch. Auf die aus dem Fett ent- 
stehenden Abwandlungsprodukte ist bis jetzt anscheinend nicht gefahndet 
worden, wenn man nicht Versuche von Sicard, Fabre und Forestier hierher 
rechnen will, in denen ein jodhaltiges Fett, Lipojodol, intraveniés oder von 
der Trachea aus zugefiihrt und die Jodausscheidung kontrolliert wurde. 

Finen etwas niiheren Einblick in die chemischen Vorgiinge bei der 
Lipodiairese gewaihren aber Untersuchungen, die U. Lombroso*) zur Nach- 
priifung der Befunde von Roger und Binet unternommen hat. Im ganzen 
gelangte dieser Autor zu einer Bestitigung, konnte aber niemals die GréBen- 
ordnung der von Roger und Binet gesehenen Ausschlige erhalten, sondern 
fand nur Fettabnahmen von 7 bis 20 Proz. Es ergab sich, dab bei der 


1) J. A. Sicard, R. Fabre et G. Forestier, Bull. de Vacadémie de 
médécine SS, 564, 1255, 1923. 
2) U. Lombroso, Arch, intern. de physiol. 22, 1, 9, 1923. 
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Autolyse der Lunge unter den von den franzésischen Autoren eingehaltenen 
Bedingungen zwei verschieden gerichtete Vorginge ablaufen, von denen 
der eine zu einem Verlust, der andere zu einem Wiedererscheinen von Fett 
fiihrt. Bei der Probenahme zu verschiedenen Zeiten erhalt man immer nur 
die arithmetischen Summen beider Vorgiinge, die zu verschiedenen Zeiten 
auch verschiedene Werte besitzen. 

Man gewinnt hiernach den Eindruck, da es sich bei der Lipo- 
diirese um Gleichgewichtsreaktionen handelt, wie solche auch fiir 
den Fettumsatz in der Leber charakteristisch und besonders in den 
letzten Stadien des Fettabbaues hier genau erforscht sind, 

Der Abbau der Fettsiuren in der isolierten Leber geschieht nach dem 
Typus der /-Oxydation, bei dem z. B. aus Buttersiture zuniichst f-Oxy- 
buttersiiure und weiter Acetessigsiure gebildet wird. Bei Zusatz der beiden 
erstgenannten Substanzen zum Durchstrémungsblut entstehen denn auch 
auBerordentlich groBe Mengen von Acetessigsiure *). 

Andererseits haben Embden und Michaud?) gefunden, daB bei Zusatz 
von acetessigsauren Salzen zu Aufschwemmungen von Leberbrei in Blut 
oder physiologischer Salzlésung schon in kurzer Zeit groBe Mengen von 
Acetessigsiiure verschwinden, eine Erscheinung, die von Friedmann und 
Maase*) auf eine Reduktion von Acetessigsiiture zu f-Oxybuttersiiure 
zurtiickgefiihrt wurde. 

Es ist damit sichergestellt, daB in der Leber 8-Oxybuttersiure 
und Acetessigsiure durch ein Gleichgewicht miteinander verbunden 
sind und daB man durch Modifikation der Versuchsbedingungen die 
Umwandlungsreaktion in die eine oder andere Richtung lenken kann. 
Es erschien nun reizvoll, die Lipodiirese daraufhin zu priifen, ob in ihr 
Vorginge enthalten sind, die mit S-Oxydation einhergehen. Dieser 
Gedanke wird einigermaBben nahegelegt durch die von den franzésischen 
Autoren immer wieder betonte Wichtigkeit des Sauerstoffs fiir den 
Ablauf der Reaktion, die ja geradezu als eine fermentative Oxydation 
bezeichnet wird. Wir haben deshalb untersucht, ob die Lunge bei 
kurzer Autolyse zugesetzte Acetessigsiure in f-Oxybuttersiure um- 
wandelt und ob bei der kiinstlichen Durchstrémung der iiberlebenden 
Lunge Buttersiure oder $-Oxybuttersiure in Acetessigsiure iiber- 
gefiihrt werden. 

Uber einen Versuch Yur Acetessigsiurezerstérung durch Hunde- 
lunge berichten schon Embden und Michaud (l.c. 1., 8. 345), ohne 
jedoch auf sein negatives Ergebnis besonderen Wert zu legen. 

Die Breiversuche wurden in der von Embden und Michaud be- 
schriebenen Weise angestellt. Als Material diente Pferdelunge, die 


1) Embden, Salomon und Schmidt, Hofmeisters Beitr. z. Physiol. 7, 147, 
1906. 

2) G. Embden und L. Michaud, ebendaselbst 11, 332, 1908; diese Zeitschr. 
13, 262, 1908. 


3) Friedmann und Maase, diese Zeitschr. 27, 474. 1910. 
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moglichst bald nach dem Tode des Tieres entnommen, durch die 
Fleischhackmaschine getrieben und gut durchgemischt wurde. Je 
50 g¢ wurden mit der gleichen Menge Ringerscher Lésung versetzt, ein 
Ansatz (A) sofort nach Schenck enteiweibt, wobei nach dem Salzsiaure- 
zusatz leem Acetessigsdurelésung zugefiigt wurde, der andere mit 
l ccm Acetessigsiurelésung versetzt und 2 Stunden bei 37° aufbewahrt, 
worauf auch hier die Fallung nach Schenck vorgenommen wurde. Die 
Acetessigsiurelésung wurde fiir jeden Versuch frisch bereitet, wobei 
wir uns die neuen Erfahrungen von Ljunggren') zunutze machten. 

Eine Entquecksilberung der Filtrate erwies sich auch fiir die Be- 
stimmung der £-Oxybuttersaure als unndtig. 

Zur Bestimmung der f-Oxybuttersaure und Acetessigsiure wurde 
das Verfahren von Lublin?) angewendet, mit dessen Ergebnissen wir 
durchaus zufrieden sind. Es ist nur nétig, den empirischen Faktor 
zur Bestimmung der Oxybuttersiure, mit dem das Verfahren arbeitet, 
hiiufig fiir die benutzte Apparatur zu kontrollieren. Bei Benutzung 
von 20cem Filtrat geniigte die gleiche Menge n/100 Jodlésung als 
Vorlage. Die folgende Tabelle gibt die auf den ganzen Versuchsansatz 
berechneten Werte fiir Acetessigsiure und §-Oxybuttersaure vor und 
nach der Bebriitung. 

Tabelle I. 





A (sofort gefallt) B (nach %) Minuten gefallt) 
Versuch Acetessigsaure 3-Oxybuttersaure Acetessigsaure #-Oxybuttersaure 
mg mg mg mg 
l 591 75 56,1 21,9 
2 578 11.0 52.5 22.3 
3 57.0 69 54,1 175 
4*) 15,4 4,7 14.2 58 


) Je 12 g Kaninchenlunge in A und B. 


Das Ergebnis der Versuche ist tibereinstimmend, dali eine Ab- 
nahme der Acetessigsiure zwar zu verzeichnen ist, sich aber in Grenzen 
halt, die die methodischen Fehler nicht mit Sicherheit iiberschreiten. 
Dagegen liefert die Oxydation mit Kaliumbichromat deutlich gréBere 
Mengen an jodbindender Substanz, nachdem Lungengewebe mit Acet- 
essigsiure bei 37° gestanden hat. Die Steigerung betragt tiber 100 Proz. 
der allerdings sehr niedrigen Ausgangswerte. Die Bildung von jod- 
bindender Substanz bei einem so eingreifenden Oxydationsverfahren 
ist nun kein so charakteristisches Verhalten, da} wir allein daraufhin 
die Bildung von £-Oxybuttersiure behaupten méchten. Eine Charak- 
terisierung durch Reindarstellung war infolge der sehr geringen ab- 


') G. Ljunggren, diese Zeitschr. 145, 422, 1924. 
2) A. Lublin, Klin. Wochenschr. 1, 1748, 1922. 
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soluten Menge auch dieser Fraktion nicht méglich. Wir kénnen deshalb 
weder behaupten, noch ausschlieBen, dab B-Oxybuttersaure entstanden 
ist. Auf jeden Fall aber reichen die kleinen von uns beobachteten 
Abnahmen der Acetessigsiure nicht hin, um die Zunahme der B-Oxy- 
buttersiurefraktion zu decken. Die Neubildung von jodbindender 
Substanz erfolgt tibrigens in dem Lungengewebe und ist nicht an die 
in ihm noch enthaltenen Blutreste gebunden, denn bei der Aufbewahrung 
von Pferdeblut mit der gleichen Menge Acetessigsiure blieb sie aus. 

Die Frage der Oxydation von Buttersiure und £-Oxybuttersiure 
untersuchten wir an der kiinstlich durchstrémten tiberlebenden Katzen- 
lunge. Die Tiere wurden aus den Carotiden entblutet, darauf sofort 
eine Kaniile in die Trachea eingebunden und die Lunge aufgeblasen. 
Danach wurde die Aorta unmittelbar am Herzen abgebunden und 
Kaniilen in die Lungenarterie und in das linke Herzohr eingebunden. 
Das Priparat wurde dann, an der Luftréhrenkaniile haingend, in einen 
Heizkasten mit Glaswinden eingefiihrt. Die beiden Kaniilen wurden 
durch Offnungen in der Seitenwand des Kastens nach auBen gefiihrt 
und die Arterienkaniile mit dem ZufluB-, die aus dem Herzohr kommende 
mit dem AbfluBgefiB verbunden. Die Luftréhrenkaniile stand unter 
Sauerstoffdruck. In den ersten Versuchen lieBen wir die Lunge 
rhythmisch atmen, jedoch zeigte sich, daB dadurch die Durchstrémung 
leicht ungiinstig beeinfluBt werden konnte. Die Sauerstoffversorgung 
war auch bei dem spiteren Verfahren mehr als ausreichend, eine vendse 
Farbe des Blutes haben wir nie beobachtet. 

Artfremdes Blut konnten wir nicht verwenden, da bei dem Versuch 
einer Durchstrémung mit sorgfaltig defibriniertem Rinderblut sehr 
bald Verstopfung der GefiBe und starkes Odem der Lunge eintraten. 
Wir bedienten uns deshalb des Blutes des Versuchstieres, waren damit 
allerdings genétigt, stark, etwa auf das 4- bis 5fache, mit Ringerscher 
Lésung zu verdiinnen. Wir glaubten aber, uns zu dieser MaBnahme 
um so eher entschlieen zu diirfen, als Roger und Binet angeben, dal 
die fettzerstérende Tatigkeit der Lunge nicht von der Gegenwart von 
Blut abhaingig ist. Mit dieser Durchstrémungsfliissigkeit, der die 
Substanz in Ringerscher Lésung unmittelbar vor Versuchsbeginn 
zugesetzt wurde, erreichten wir Strémungsgeschwindigkeiten von bis 
zu 120cem pro Minute, wihrend das Lungengewebe ungefahr 15g 
wog. Die Durchblutungen wurden im allgemeinen 90 Minuten lang 
fortgesetzt. Die Durchstrémungsfliissigkeit floB aus einem Trichter, 
der verschieblich an einem Stativ angebracht war, und trat mit einem 
Druck von 50cm Wasser in das Organ ein. Das ausstrémende Blut 
wurde in einem GefaB gesammelt, das in Wasser von 37° stand. Der 
Heizkasten war durch eine Kohlenfadenlampe an seinem Boden geheizt 
und hatte in der Regel eine Temperatur von 36 bis 37°. Nur in den 
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ersten Versuchen, in denen wir die Offnungen des Kastens lingere 
Zeit offenhalten muBten, um die Durchblutung in Gang zu bringen, 
konnten wir diese Temperatur nicht ganz erreichen und hatten zeit- 
weise nur eine solche von 32°. 

Nach SchluB der Versuche wurde die ganze Lunge der Durch- 
strémungsfliissigkeit nach Schenck enteiweiBt, am anderen Tage filtriert 
und in der gleichen Weise verarbeitet wie der Organbrei in den Ver- 
suchen der Tabelle I. 

Zwei Leerversuche, mit denen wir unsere Untersuchungen be- 
gannen, hatten folgendes Ergebnis: 


Tabelle Tl. 


Durchblutungen der Katzenlunge ohne Substanzzusatz. 





= Gewicht Gewicht \ B 

3 des der 

< Tieres Lunge <Acetessigsaure Oxybuttersiure Acetessigsaure —_3+Oxybuttersaure 

2 g g mg+Proz. mg*Proz. mg-Proz. mg*Proz. 
2500 — 1,7 12 57 

5 2300 — 0.6 14 3.0 


Wahrend der Durchstrémung der Katzenlunge ohne Zusatz einer 
acetessigsiurebildenden Substanz tritt also eine maBgebliche Anderung 
in dem infolge der Verdiinnung sehr geringen Gehalt der Durch- 
stromungsfliissigkeit an Acetessigsiure und §-Oxybuttersaure nicht ein. 

In den Versuchen von Embden hatte sich als einer der starksten 
Acetessigsiurebildner die Buttersiure erwiesen. Wir hatten deshalb 
den Wunsch, auch diese Saure in unsere Versuche einzubeziehen. 
Leider stieBen wir dabei auf Schwierigkeiten, da bei Zusatz dieser Saure 
in Gestalt ihres Ammonium- oder Natriumsalzes stets rasch ein volliges 
Versiegen des Blutstromes eintrat. Wenn wir die buttersdurehaltige 
Fliissigkeit wieder durch Ringersche Lésung ersetzten, wurde die 
Lunge in kurzer Zeit wieder normal durchgingig, verstopfte sich aber 
sofort wieder, wenn wir erneut butyrathaltige Fliissigkeit zirkulieren 
lieBen. Dieses Verhalten hat seinen Grund nicht in einer Saiurewirkur g 
auf die GefiBwiinde, da wir die Neutralitat der Substanzlésungen mit 
Hilfe der Indikatorenreihe von Michaelis kontrolliert hatten (pu 7,2). 

Wir kamen schlieBlich zum Ziel, als wir die Substanzlésung in 
kleinen Mengen zu dem bereits zirkulierenden Blute zusetzten, wobei 
die eintretende Hemmung klein war und nach einiger Zeit iiberwunden 
wurde. Wir setzten hier (Versuch 8) im ganzen 10 cem einer Lésung 
von 1g Buttersiure in 20cem Wasser und 11,6ccem Normalnatron- 


lauge mit einem py von 7,0 zu. In diesem Versuch konnten wir eben- 
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sowenig wie in den beiden anderen mit Buttersiiure ausgefiihrten eine 
Veranderung der Konzentration von Acetessigsiure und p-Oxybutter- 
siure erreichen. 

Tabelle 111. 


Durchblutung der Katzenleber mit Zusatz von Buttersiure. 





s Gewicht A B 
z —. Durchstrémungs- Acetessig: tOxys Acetessig- teOxys 
) flussigkeit saure buttersaure Saure buttersaure 
td g mg*Proz. mg-Proz. mg»Proz. mg+Proz. 
6 1400 35 cem Blut 

165 ,, Ringer 3.6 58 1.8 2,7 
7 1700 35 =, Blut 

165, Ringer 14 2,1 1.8 2.5 
8 1500 20 ., ~Blut 

180 ,, Ringer O4 1,0 0.3 19 


Nach diesen technisch allerdings wenig guten Versuchen ist die 
Buttersiure nicht imstande, in der Lunge in §-Oxybuttersiure und in 
Acetessigsiure tiberzugehen. Wir priiften deshalb in weiteren Ver- 
suchen, ob wenigstens die letzte Etappe der Oxydationsreihe, die 
Uberfiihrung von £-Oxybuttersiiure in Acetessigsiure an dieser Stelle 
vor sich geht. Wir verwendeten ein aus Harn dargestelltes Priparat 
von aktiver §-Oxybuttersaure, das rein weif und abgesehen von einem 
geringen Wassergehalt rein war. Uber die fiinf Versuche, die wir unter 
Zusatz dieses Praparats ausfiihrten, berichtet Tabelle IV. 


Tabelle IV. 
Durchblutungen unter Zusatz von $-Oxybuttersiure. 





Ss Blut in 200ccm |) Gewicht A B 

3 Dauer Zirkulations- des Acetessig 4 Acotessig xy 

2 as ssig« sOxys ‘ Oxy: 

s flussigkeit Tieres saure buttersaure saure buttersaure 

a Min. cm g mgsProz. mgsProz. mg-Proz. mg-Proz. 
9 80 50 2000 3.2 75.9 2.1 498 
10 60 56 ! 2000 03 _ 13 47,1 

11 90 55 2170 0,6 73,3 2,2 49.0 

12 60 55 3000 2,9 56,0 2.8 50.5 

13 55 45 1900 3.6 50,8 2,7 52,9 


Diese fiinf Versuche zeigen tibereinstimmend, dal eine Neubildung 
vor, Acetessigsaiure aus 6-Oxybuttersdure in der tiberlebenden Katzen- 
lunge nicht stattfindet. In dem einzigen Versuch (11), in dem der 
Prozentgehalt an Acetessigsiure in B deutlich héher liegt, ist die Titra- 
tionsdifferenz nur 0.5cem n/100 Jodlésung, also auch noch nicht 
deutlich auBerhalb der Versuchsfehler. 

Dagegen kénnte es den Anschein haben, als ob in den ersten drei 
Versuchen der Tabelle IV ein merklicher Verbrauch von f-Oxybutter- 
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siure stattgefunden hatte. Dem ist in Wirklichkeit nicht so. In diesen 
Versuchen war die Entnahme von A vor dem Einbringen des Blutes in 
den Apparat erfolgt, und somit ist die Konzentrationsverminderung 
nicht beriicksichtigt, die durch die Verteilung auf Blut und Organpraparat 
entsteht. In den beiden letzten Versuchen haben wir die Entnahme 
von A erst gemacht, nachdem die gesamte Blutmenge das Herzlungen- 
praparat zweimal passiert hatte, und es zeigt sich, dal in diesen Ver- 
suchen am Schlusse des Versuchs praktisch die ganze Menge der zu- 
gesetzten f-Oxybuttersiure noch vorhanden ist. 

Wir glauben auf Grund unserer Breiversuche mit Zusatz von 
Acetessigsaure und der Durchblutungsversuche mit 8-Oxybuttersaure 
ausschlieBen zu kénnen, da in der Lunge zwischen diesen beiden Sub- 
stanzen ein ihnliches Gleichgewicht besteht, wie in der Leber Damit 
fehlt in der Lunge die in der Leber ausgepriagteste Phase des Fett 
abbaues, und es erscheint auBerst unwahrscheinlich, dab bei dem Ver- 


schwinden der Fette in der Lunge Vorginge mitspielen, die als echter 
Fettabbau bezeichnet werden kénnen. Eher kénnte man an ahnliche 
Erscheinungen denken, wie sie bei der obenerwahnten Maskierung der 
Fette im Blute stattfinden. Auch solche Verinderungen des Fettes 
kénnten fiir den Abbau von grober Bedeutung sein, insofern sie die 
Dispersion der Fette auberordentlich erhéhen und damit der fett- 
abbauenden Tatigkeit anderer Organe vorarbeiten kénnten. 








Pigmentstudien im Anschlu6 an einen Fall von Ringelhaar. 


Ve mm 
Karl! Klinke. 


(Aus der chemischen Abteilung des Physiologischen Instituts der Universitit 
Breslau. ) 


(Eingegangen am 25. April 1925.) 


In einer Arbeit iiber einen Fall von Ringelhaar in der Zeitschrift 
fiir Anatomie und Entwicklungsgschichte berichtet Hoepke') iiber 
den anatomischen Bau eines von ihm | Jahr lang bei einem Studenten 
beobachteten menschlichen Ringelhaares. 

Es handelt sich hierbei um die seltene Anomalie, daB in einem 
ganz glatten zylindrischen Haarscheft hell und dunkel pigmentierte 
Stellen abwechseln, die dem Haare ein geringeltes bzw. quergestreiftes 
Aussehen geben. 

Friihere Autoren, wie Wilson?) und Lesser*), die ahnliches Haar 
beschrieben, sahen an den hellen Stellen spindelige Auftreibungen, 
die offenbar durch eine Gasbildung hervorgerufen waren. Da Hoepke') 
durch Querschneideversuche unter Wasser feststellte, dal die hellen 
Stellen hohle Kammern waren, in welche die umgebende Fliissigkeit 
ohne weiteres eindrang, so werden wohl die Fille identisch sein. Nur 
war hier eben im Gegensatz zu den angegebenen Beobachtungen das 
Haar besonders kriftig gebaut (ZerreiBversuche ergaben eine er- 
héhte Zugfestigkeit), so daB keine Auftreibung stattfinden konnte. 
Das hypothetische Gas lieB sich durch plétzliche Druckerniedrigung 
mittels der Gaedeschen Kapselluftpumpe nicht herausdrangen. Wahr- 
scheinlich hangt auch dies mit der besonderen Festigkeit dieses Haares 
zusammen. Im Haarboden, den Hoepke') an einem Stiick exzidierter 
Kopfhaut untersuchte, lieB sich nichts Pathologisches finden. 

Das von Hoepke untersuchte Haar zeigte insofern eine weitere 
Anomalie, als es sich im Sommer von der Spitze an heller farbte. Die 


') Hoepke, Zeitschr. f. Anatom, u. Entw.-Gesch. 61, 523, 1921. 
*) Wilson, Arch. f. Dermat. u. Syph. 1896. 
3) Lesser, ehbendaselbst. 
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Luftringe verschwanden in den blonden Stellen fast ganzlich. Pigment 
war tiberall im Haar nachzuweisen, an den pigmentarmen Stellen 
vermindert, aber noch deutlich gekérnt, in den hellsten Spitzen nur 
diffus vorhanden. 

Die anatomischen Untersuchungen hatten iiber die Natur des im 
Haar oder Haarboden sich abspielenden Prozesses keine Klarheit 
gebracht. Hoepke') glaubt, daB es sich um innersekretorische Stérungen 
handelte, die eine Unterbrechung der Pigmentbildung veranlaften 
Diese Erklarung beriicksichtigte jedoch nicht das Auftreten von Gas 
im Haarschaft. Jedenfalls war diesem Problem wenn tiberhaupt 
nur auf chemischem Wege naher zu kommen. 

Die Untersuchungen boten insofern einige Schwierigkeiten, als 
der einzige chemisch naher untersuchte Farbwechsel des menschlichen 
Haares, das Ergrauen, als irreversibler Vorgang fiir das Problem des 
zur Ringelung fiihrenden intermittierenden Prozesses nicht zum Ver- 
gleich herangezogen werden konnte ; ferner war die fiir Analysenzwecke 
zur Verfiigung stehende Haarmenge nur gering (die monatliche Schur 
betrug etwa 2 bis 3g): noch dazu ist der Stoffwechsel der Haare als 
verhornter Gebilde ein sehr trager. 

Immerhin boten sich einige Fragen, die chemischer Bearbeitung 
zuginglich erschienen. Kiirzlich hat Hasebroek*) in einer Arbeit iiber 
den Melanismus der Schmetterlinge dem Chitin des Insektenpanzers 
die Eigenschaft zugeschrieben, Vorstufen fiir die Pigmentbildung zu 
speichern. Wenn diese Ansicht zu Recht besteht, so erscheint es durch- 
aus méglich, daB die gleiche Eigenschaft auch den Keratinen zukommt, 
soweit sie Pigmenttriger sind. Eine Anreicherung von solchen, in 
ihrer chemischen Eigenart noch unbekannten, aber sicher in ihrer Zu- 
sammensetzung irgendwelche Besonderheiten bietender Stoffe konnte 
sich durch Anderungen in der chemischen Zusammensetzung der Haare 
wihrend der verschiedenen Pigmentierungsperioden kundgeben. Von 
diesem Gesichtspunkt aus wurde eine fortlaufende Untersuchung der 
Zusammensetzung der Haare unternommen, wie sie abhnlich schon 
Langecker*), allerdings ohne besonderen Erfolg, an menschlichen Nageln 
verschiedener Altersstufen ausgefiihrt hat. 

Der Mangel an Pigment, wie ihn Hoepke an dem Sommerhaar 
beobachtet hatte, kann an sica ebensogut die Folge einer Finschrankung 
der Pigmentbildung wie einer um diese Zeit einsetzenden Zerstérung 
sein. Eine Entscheidung zwischen diesen beiden Méglichkeiten kénnte 
sich vielleicht aus einer Untersuchung des Inhalts der Luftringe ergeben. 


1) Hoepke, Zeitschr. f. Anat. u. Entw.-Gesch. 61, 523, 1921. 
2) Hasebroek, Zeitschr. f. Fermentf. 7, 3. 
8) Langecker, Hoppe-Seyler 115, 21, 1921. 
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Die Farbenunterschiede der Haarpigmente sind mit den ver- 
schiedensten Substanzen in Zusammenhang gebracht worden. Man 
glaubte zunachst, dab es die anorganischen Elemente seien. die den 
Charakter der Haarfarbe bedingten. So stellte Baudrimont') die Be- 
hauptung auf, dab} die dunklen Haare eisenreicher seien als die hellen. 
Doch sprechen seine Analysenresultate nicht im mindesten fiir seine 
Annahme. Vielmehr konnte Sieber?) zeigen, da Eisen kein wesent- 
licher Bestandteil des Pigments ist. 

Fiir das graue Haar stellte Baudrimont') einen erhéhten Calcium- 
gehalt fest. Dieser Befund ist aber wohl nur eine Teilerscheinung 
der im Alter allgemein in den Geweben stattfindenden Kalkablagerung 
und hat mit dem Farbproblem als solchem nichts zu tun. 

Ungeklart ist die Frage der Beteiligung des Schwefels. v. Fiirth*) 
halt nach seinen Untersuchungen den Schwefel wie das Eisen fiir 
keine notwendig zum Pigment gehérigen Bausteine. Doch gibt 
Mohr*) Zahlen an (4.95 Proz. Schwefel fiir helles, 5,34 Proz. Schwefel 
fiir dunkles Haar), die doch fiir eine gewisse Beteiligung dieses Elements 
an der Haarfiirbung sprechen. Als Besonderheit sei erwaihnt, dab 
Nieber®) und Rutherford®) einen auffallig hohen Schwefelgehalt in den 
roten Haaren fanden, 

Heute wird wohl die Farbung der Haare auf eine verschiedene 
Mischung der beiden Haarpigmente, des diffusen gelésten Hornpigments 
und des gekérnten Pigments zuriickgefiihrt [Unna und Golodetz*), 
Riehl*)|. Bei einem Uberwiegen des ersteren kommt es zu einem weil- 
blonden, andernfalls zu einem dunklen bis schwarzen Haar. Das weibe 
Haar verdankt seine Farbe der im Alter abnehmenden Oxydations- 
fihigkeit der Kérperzellen [ Bloch*)]. Die Frage des roten Haares, das 
nur geléstes Pigment enthalten soll, steht aber auch dann noch un- 
geklart da. 

Vielleicht sind auch die einzelnen Melanine der verschiedenen 
Haarfarben uneinheitliche Kérper, so daB auch dies zu den mannig- 
fachsten Variationen beitragen kénnte. Wir sind ja bis heute in bezug 
auf die Zusammensetzung des Melanins nur auf Theorien angewiesen. 

1) Baudrimont, zitiert nach Aron, Tegumente, Handb. d. Biochem. 2, 
1912. 

*) Sieber, Arch. f. exper. Pathol. 20, 362. 

‘) ». Firth, Gewebschemie 1914. 

$) Mohr, Zeitschr. f. physiol. Chem, 20, 403. 

5) Rutherford, Journ. of biol. Chem. 3. 

6) Unna und Golodetz, Biochemie der Haut, Handb. d. Biochem, 1912, 
Erg.-Bd. 

7) Riehl, Lehrb. d. Hautkrankheiten. 

8) Bloch, Arch. f. Dermat. u. Syphil. 135, 77, 1922. 
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Das liegt daran, dai das Melanin bei den gebrauchlichen Arten der 
Hydrolyse gar nicht gelést, bei starker angreifenden Oxydations- bzw. 
Reduktionsmethoden aber weitgehend zerstért wird. Jedenfalls sind 
wir nur in der Lage zu sagen, daB die zyklischen EiweiBkerne die Bau- 
steine des Melanins liefern. Insbesondere kommt nach v. Fiirths'), 
Blochs*) und Przibrams*) Untersuchungen das Tyrosin bzw. sein 
Oxydationsprodukt, das Dioxyphenylalanin sowie das Tryptophan 
dafiir in Betracht. 

Nach diesen Uberlegungen muBten sich vergleichende Unter- 
suchungen der verschiedenen Haarfarben mit dem Ringelhaar auf 
den Schwefel- bzw. Cystin-, Tyrosin- und Tryptophangehalt erstrecken. 
Bei den Untersuchungen des Gehalts an den genannten Aminosiuren, 
die im Hydrolysat der Haare angestellt wurden, war mir von vorn- 
herein klar, dab sie sich nur auf die Keratinsubstanz und auf das diffuse 
lisliche Hornpigment (Unna und Golodetz) erstrecken konnten. Das 
gekérnte Pigment konnte nicht mit erfaBt werden, denn einerseits ist 
es noch nie gelungen, in gereinigtem Pigment eine der drei Amino- 
siuren nachzuweisen, andererseits gibt v. Fiirth*) an, da Melanin sich 
in konzentriertem SO,H, wohl in der Warme lése, beim Erkalten und 
Wasserzusatz aber sofort wieder ausfalle. Das bestatigte sich auch 
bei meinen Untersuchungen: Bei allen Hydrolysen blieb — bei negativer 
Biuret probe ein dichter Bodensatz von Melanin zuriick, der ab- 
filtriert werden mubte. UnerlaBlich erschien ferner, da ja das Pigment 
ein Eiweibabkémmling ist, die Bestimmung des Stickstoffgehalts. 

Die Schwefel- und Stickstoffbestimmungen, die hauptsiachlich 
der Klarung der Frage dienten, ob das sommerliche Haar einen Unter- 
schied von dem winterlichen zeigte, wurden durch 13 Monate in der 
vier- bis fiinfwéchigen Schur der Ringelhaare vorgenommen (Tabelle | 
und II). Sie ergaben keine Anhaltspunkte fiir eine Beteiligung 
dieser Substanzen am Auftreten der Ringelung und der sommerlichen 
Verfairbung. Der Schwefelgehalt, nach Hedwig Langeckers®) Methode 
bestimmt, schwankte zwischen 3.04 und 4,07 Proz. der lufttrockenen 
Substanz. Die Werte stiegen vom Juni 1921 bis Juli 1922 ziemlich 
gleichmaBig an, und nach spiter anzufiihrenden Versuchen ist die 
Steigerung wohl auf Rechnung der sich im Jahre 121 allmahlich 
bessernden EiweifBversorgung zu setzen. Im Verhiltnis zu den Werten 
aus der Literatur [ Mohr 4,95 bis 5,34 Proz., v. Bibra*®) 3,7 bis 7,9 Proz.] 


!) ». Fiirth, Hofmeisters Beitr, 1, 229. 1901. 

*) Bloch, Hoppe-Seyler 98, 226, 1917. 

8) Przibram, Arch. f. Entw.-Gesch. 1921, 8. 148. 

4) ». Fiirth, Melanie, Handb. f. Biochem. 1, 743, 1913. 

5) Langecker, Hoppe- Seyler 115, 21, 1921. 

6) ». Bibra, zitiert nach Aron, Tegumente, Handb. d. Biochem. 2, 1912. 
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Schwefelgehalt. 





Haarmenge 


~ 


0.200 

0,200 

0,400 

0,400 

0.5465 
0.4310 
05663 
0.5543 
0.5199 
0.5790 
0.4320 
1,0500 
0.6743 
0.7470 
0.5730 
0.7926 
0.5927 
0.9588 
0.4522 
0.4002 
0.4878 
0.4302 
0.5030 
0.5522 


0,006 208 7 
0.006 085 0 
0,012 198 
0.012 321 
0.016 813 
0.016 565 
0,020 184 
0,018 777 
0.018 687 
0,020 714 
0.015 065 
0,058 859 
0,026 044 
0.027 582 
0,020 095 
0.028 983 
0,021 044 
0,037 568 
0,017 595 
0.015 632 
0.018 351 
0,014 835 
0.017 884 
0,022 517 
0.020 457 


Tabelle II. 
Stickstoffgehalt. 
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Monat 
Juni 1921. 
Juli. 
August .. 
September 
Oktober . 
November . 
Dezember . 
Januar 1922 
Februar . 
Marz . 
April 
Mai 
Juni 
Haar- 
Monat menge 
2 
Juni 1921 0.05 
0.05 
Juli . 0.10 
0.10 
August .. 0.05 
0.05 
September a 0.05 
0.05 
Oktober . 0,10 
0.10 
November , 0,10 
O10 
Dezember . 0,10 





0,10 


N-Gehalt 
s 


0.007 021 
0.006 989 
0.014 140 
0.014 014 
0,007 266 
0,007 228 
0,007 016 
0,006 972 
0,013 876 
0.013 916 
0.015 288 
0.015 260 
0,014 280 
0,014 322 





Monat 


Januar 1922 
Februar 
Marz 


April 


Mai 


Juni 


Haar- 
menge 


~ 


0.10 
0,10 
0,10 
0.10 
0,10 
0.10 
0.10 
0,10 
0,10 
0,10 
1,10 
0,10 


N -Gehalt 


~ 


0,013 650 
0.013 496 
0.014 242 
0,014 268 
0,014 318 
0.014 298 
0,013 988 
0.014 002 
0.014 104 
0,014 126 
0,013 996 
0.014 008 


Proz. 


13,6 
13.5 
14,2 
14,3 
14.3 
14,3 
14,0 
14,0 
14,1 
14,1 
14.0 
14.0 
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stehen die Ringelhaare mit einem Durchschnitt von 3,5 Proz. an 
unterster Stelle. 

Der Stickstoffgehalt blieb ebenfalls sehr gleichmaBig auf etwa 
14 Proz. mit geringen Schwankungen. Nur im November 1921, als 
das Haar wieder dunkler zu werden begann, wurde ein einmaliger 
hoher Wert von 15,3 Proz. gefunden. Als Vergleichszah! fand ich nur 
eine Notiz von Schlossherger'), der etwa 17 Proz. angibt. 

Die Cystin-, Tyrosin- sowie Tryptophanbestimmungen, die einen 
Vergleich der Ringelhaare mit anderen Haaren erméglichen sollten, 
mubten auf die Normalhaare verschiedener Fairbung ausgedehnt werden, 
da noch keine derartigen Untersuchungen vorliegen. Wie schon oben 
auseinandergesetzt, konnte aus Verschiebungen nur indirekt ein Schlub 
auf das Pigment gezogen werden, da sich die Resultate nur auf die 
Keratinsubstanz bezogen. Die Analysen selbst wurden, da gravi- 
metrische Methoden umstandlich und bei der geringen zur Verfiigung 
stehenden Substanzmenge ungenau waren, nach der von Folin und 
Looney”) angegebenen kolorimetrischen Methode zur Bestimmung 
von Cystin, Tyrosin und Tryptophan unternommen. Diese Bestimmungs- 
weise erwies sich, wie Kontrollanalysen zeigten, als sehr zuverlassig. 
Der durch Harnsiure etwa hervorgerufene Fehler war bei der Art des 
Materials véllig zu vernachlassigen. Zur Farbvergleichung stand ein 
Dubosqkolorimeter zur Verfiigung. 

Zur Untersuchung kamen blondes, schwarzes, rotes und Ringel- 
haar. Blondes und schwarzes Haar waren vom Friseur bezogenes 
Mischhaar. 


Methodik. 
Je 1,00 g der mit Alkoho] und Ather entfetteten Haare (in zwei Fiillen 
Tabelle I, 2 und 5 — wurden nur 0,75 g verwendet) wurden fiir die 


Cystinbestimmung 24 Stunden mit 25cem 20proz. SO,H, hydrolysiert. 
Dann wurde zu 100.0 aufgefiillt und 3,0 cem der klaren Lésung, die einen 
Bodensatz von Melanin enthielt, sowie zwei Kontrollen in je ein 100,0- 
Kélbchen iibergefiihrt. Gleichzeitig wurden von einer 0,1 proz. Cystin- 
standardlésung in 5proz. SO,H, zwei Vergleichslésungen zu 1,0 und 3,0 cem 
angesetzt. 

In jedes Kélbchen kamen nun 50cem gesiittigter Natriumecarbonat- 
lésung und schlieBlich 10cem 20proz, Natriumsulfitlésung. (Durch 
letzteres wird die Reduktion des Cystins zu dem die Farbreaktion gebenden 
Cystein bewirkt.) Nach griindlichem Schiitteln wurde 10 Minuten gewartet, 
za jedem Kélbchen 3ccm Folins Harnsiurereagens zugesetzt, aufgefiillt 
und mit dem farbahnlicheren Standard die Farbvergleichung ausgefiihrt. 

Fiir die Tyrosin- und Tryptophanbestimmung gelangten die gleichen 
Mengen wie oben zur Verwendung. Hydrolysiert wurde 48 Stunden mit 


1) Schlossberger, Handb. d. Biochem. 2, 1912. 
*) Folin und Looney, Journ. of biol. Chem, 51, 421, 1922, 


Biochemische Zeitschrift Band 160. 3 
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3.5 g kristallisiertem Bariumhydroxyd in 25 cem Wasser. Zur abgekiihliten 
Lésung kamen 30 cem 20proz. SO,H,. Der sich bildende Schwefelwasser- 
stoff wurde durch Kochen auf dem Wasserbade vertrieben. Nach Auffiillen 
auf 100,0 wurde von dem dichten Bodensatz durch ein trockenes Filter 
in ein trockenes GefaB abfiltriert. Von dem klaren Filtrat wurden 5 bis 8 cem 
in ein Zentrifugierrébhrchen gebracht, das auf 10,0 graduiert war. Nun 
kamen in das Réhrehen 2 ccm einer 5proz. Lésung von Merkurisulfat in 
5proz. SO,H, und gegebenenfalls die nétige Menge 5proz. SO,H,., um auf 
10,0 aufzufiillen. Das Réhrchen blieb nach griindlichem Schiitteln (Gummi- 
pfropfen) 2 Stunden stehen und wurde dann scharf zentrifugiert. Von der 
oben stehenden klaren Fliissigkeit wurden 5,0 cem in ein 100,0-Kélbchen 
iibergefiihrt. Gleichzeitig wurde 1,0 cem einer 0,1 proz. Lésung von Tyrosin 
in 5proz. SO,H, in einem gleichen Kélbchen mit 1 cem oben beschriebener 
Merkurisulfatlisung versetzt und 3cem 5proz. SO,H, hinzugefiigt. In 
jedes Kélbchen kamen nun 30 ccm Wasser und 20 ccm gesattigter Natrium- 
carbonatlésung. Ein gelber Niederschlag fiel aus, der auf Zusatz von 4 cem 
5proz. wasseriger Cyankalilésung véllig in Lésung ging. Nun kamen noch 
in jedes Kélbchen 2cem Phenolreagens. Nach ',stiindigem Stehen wurde 
aufgefiillt und kolorimetriert. 

Fiir die Tryptophanbestimmung wurde der im Zentrifugenglischen 
verbliebene Niederschlag verwendet. Nach zweimaligem Abhebern, 
Schiitteln mit Sproz. SO,H,, Zentrifugieren und wiederum Abhebern 
wurde mit etwa 5ccem Wasser eine mdglichst gleichmaBige Emulsion des 
Bodensatzes hergestellt. 1,0 cem einer 0,1 proz. Tryptophanlésung in 5proz. 
SO,H, wurde in vollig gleicher Weise mit Merkurisulfat gefallt und weiter 
behandelt. Nun kamen in jedes Réhrchen 5,0 cem 4proz. Cvankalilésung, 
die eine klare Lésung der Emulsion bewirken. Sodann wurde in ein 100,0- 
Kélbchen iibergefiihrt und 20ccem_ gesiattigter Natriumcarbonatlisung 
sowie etwa 30 ccm Wasser hinzugefiigt. SchlieBlich wurden 2,0 cem Phenol- 
reagens hineinpipettiert. Nach ',stiindigem Stehen wurde aufgefiillt und 
kolorimetriert. 

Das Phenolreagens war folgendermaBen hergestellt. 3 g Molvbdiinsaure 
und 2g Natriumhydroxyd wurden mit 40 ccm Wasser so lange gekocht, 


bis jeglicher Ammoniakgeruch verschwunden war. Dann wurden 20¢ 
Natriumwolframat, 10cem 85proz. Phosphorsiture und 10cem 25proz. 
Salzsiure hinzugefiigt. Das Gemisch wurde 10 Stunden am RiickfluB- 


kiihler gekocht. Durch Zusatz von einigen Tropfen Bromwasser entfarbte 
sich die dunkelgriine Farbe zu hellgelbgriin. Der BromiiberschuB wurde 
durch Kochen vertrieben und das Reagens auf 200.0 aufgefiillt. 


Besprechung der Ergebnisse. 

Im Vergleich zu den Werten in Tab. III geben Folin und Looney fir 
Cystin 16,5 Proz. im menschlichen Haare an. Tyrosin und Tryptophan 
wurden von ihnen nicht bestimmt. Nach anderen Methoden gewannen 
Mérner') und Buchtala?) die Werte von 13,92 bzw. 14,53 Proz. fiir Cystin. 
Fiir Tyrosin findet Abderhalden®) in Hornsubstanzen den Wert von etwa 


1) Moérner, Zeitschr. f. physiol. Chem. 20, 403. 
2) Buchtala, ebendaselbst 52, 474, 1907. 
8) Abderhalden, zitiert nach Mohr, Zeitschr. f. phys. Chem, 20, 403. 
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Tabelle 111. 


Cystin-, Tyrosin- und Tryptophangehalt verschiedener Haare. 





Blondes Haar | 


Blond. Haar II 


Rotes Haar I 


Schwarz. Haar 


Ringelhaar 
April 





Mai 


Juni 


Rotes Haar I] 


WeifSblondes Haar 
von alimentarem 
Odem, auffalligdunn 


S+Gehalt 


Proz. 


3.54 
3 Ag 


~ 
uN 
t 


4.45 


4.78 
4.58 


4.68 
4.83 
4.68 
4.76 


3.91 
3,76 


3.67 


$.07 
$00 


4.04 
4.65 
4.65 
4.65 


4.08 
4.00 


4.04 


berechneter C 
Cystingehalt 


15.0 


a 
wy 


15.8 


Getundener 
Dystingehalt 


13.8 
13.0 
13.0 
13.3 
17.0 
17,1 
16,8 
17,0 


15.8 
15.8 
16.0 


Difterenz 


— 04 


— 04 


—10 


— * 


LO] 


l'yrosin-s 


gehalt 


wo <1 


~ 


lc eee a 
“J oS! 


cr 
~_ — ocr 


' oe 


Cees 
= ty 


-_— 
— | 


6.6 


Tryptophan. 
gehalt 


Os 
09 
09 


1.2 
On 
O07 
0.6 


06 


3,5 Proz., Unna und Godoletz') geben fiir menschliches Haar 4.6 Proz. 


an. Ein Tryptophangehalt der Haare wurde von Faga/*) ganz in Abrede 


1) Unna und Godoletz, Biochemse der Haut, Handb. d. Biochem. 1912, 
Erg.-Bd. ; 
*) Fasal, diese Zeitschr. 55, 393, 
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gestellt, doch finden v. Fiirth und Lieben') mit der Voisenetschen 
Methode im Keratin 1,2 Proz. 

Die Tabelle zeigt in vieler Hinsicht bemerkenswerte Ergebnisse. 

Zunichst in bezug auf das Cystin. Die weitgehende Uberein- 
stimmung des aus dem Schwefelgehalt berechneten mit dem gefundenen 
Cystinwert bestitigt vollauf Mdérners und Buchtalas Ansicht, dab 
simtlicher Schwefel in den Keratinsubstanzen als Cystinschwefel 
gebunden sei. Gleichzeitig zeigen diese Resultate aber auch die Schwefel- 
freiheit des gekérnten Pigments, denn der gesamte, nach der Minerali- 
sierung nachweisbare Schwefel wird in dem hydrolysierbaren Anteil 
des Haares als Cystin wiedergefunden. Damit laBt sich eine Beteiligung 
dieser Substanz am Melaninaufbau mit Sicherheit ausschlieBen. 

Eine eigenartige Sonderstellung nehmen die roten Haare ein. 
Statt der berechneten 18,3 bzw. 18,2 Proz. wurden nur 14,5 bzw. 
13,2 Proz. gefunden. Die beiden untersuchten Haarproben stammten 
von zwei verschiedenen Menschen, so daB der Gedanke an eine indivi- 
duelle Eigentiimlichkeit abzulehnen ist. Ebensowenig kommt eine 
unvollstandige Hydrolyse in Betracht. Die Biuretprobe war in beiden 
Fallen negativ. Man ist also gezwungen, eine grundsitzlich anders- 
artige Verteilung des Schwefels im roten Haar anzunehmen. Als 
Erklarung lassen sich verschiedene Méglichkeiten denken: Das rote 
Haar kénnte Schwefel in freier bzw. locker gebundener Form ent- 
halten; oder der Schwefel wire im Cystin gebunden, letzteres aber 
im Melanin fest verankert, oder es wire ein andersartiger schwefel- 
haltiger Eiweibkérper im roten Haar vorhanden, der sich nicht zu 
Cystein reduzieren liebe. Die Klarung dieser Fragen konnte im Rahmen 
dieser Arbeit nicht durchgefiihrt werden, ist aber in Bearbeitung. 

Beim Ringelhaar war zu Beginn der Untersuchung der Schwefel- 
und damit Cystingehalt auffallig niedrig (3,5 bzw. 14,5 Proz.), stieg 
aber wihrend des folgenden Jahres 1921 merklich an. Nun hat Zuntz?) 
nachgewiesen, da} durch Zufuhr von Keratinbausteinen eine betracht- 
liche Steigerung des Haarwuchses erzielt werden kénne. Er verfiitterte 
ein Hornhydrolysat und erreichte damit eine starke Beeinflussung 
des menschlichen wie tierischen Haarwuchses. Nachfolgende Unter- 
sucher haben dies bestatigt [Pulay*), Fuss*)]. Es lag damit nahe, die 
Steigerung des Schwefelgehalts im Haar auf die in dem genannten 
Jahre allmahlich eintretende Besserung der EiweiBversorgung zuriick- 
zufiihren. Mit der von Zuntz angegebenen spezifischen Ernahrung 
war das Mittel in die Hand gegeben, die Frage zu entscheiden. Deshalb 


1) vw. Fiirth und Lieben, diese Zeitschr. 109, 124, 1922. 
2) Zuntz, Deutsch. med. Wochenschr. 1920, 8. 622. 

3) Pulay, Med. Klinik 1921) 8. 48. 

4) Fuss, Wien. klin. Wochenschr. 1920, 8. 32. 
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wurde 2 Wochen lang das Zuntzsche Praparat ,,Humagsolan™ gegeben. 
Die Wirkung auf den Haarwuchs war so stark, da die Haarschur 
schon nach 2 Wochen statt wie beabsichtigt nach 4 Wochen vor- 
genommen werden mubte. Die Analyse des sich iibrigens in der 
Ringelung von friiherem Haar nicht unterscheidenden Haares ergab 
eine Erhéhung des Schwefel- und Cystingehalts; Tyrosin und Tryp- 
thophan blieben unbeeinfluBt. Nachstehend die Resultate : 





Cystin Cystin 


berechnet getunden Tyrosin Tryptophan 


4,96 18.85 18,2 58 1] 


Durch dieses Resultat wird die Annahme bestitigt, daB Schwefel- 
und Cystinreichtum der Haare weitgehend von der Ernahrung ab- 
hangig sind. In Parallele dazu steht das diinne schiittere Haar bei 
Hungerédem. Die Analyse eines solehen Haares, Tabelle IIL, 9, ergab 
normalen Schwefelgehalt, aber nur 3,8 Proz. Tyrosin und nur 0,6 Proz. 
Tryptephan. Jedenfalls beteiligt sich nach diesen Zahlen das Haar 
viel stirker am Gesamtstoffwechsel als bisher angenommen wurde. 

Der Tyrosingehalt der Haare verschiedener Firbung zeigt eben- 
falls eigenartige Unterschiede. 

Die Ringelhaare haben gegeniiber dem sehr gleichmaBigen Befund 
bei blondem und schwarzem Haar einen fast um ein Drittel héheren 
Tyrosingehalt. Auch das rote Haar zeigt eine deutliche Erhéhung. 
Diese Differenzen beziehen sich nach den obigen Ausfiihrungen nur 
auf die Keratinsubstanz. Doch besteht anscheinend eine gewisse Ab- 
haingigkeit vom Pigmentgehalt. Denn das Ringelhaar mit seinem doch 
fast auf die Halfte verringerten Pigment zeigt den héchsten Tyrosin- 
gehalt. Auch bei den roten Haaren ist eine Pigmentarmut vorhanden. 
[WeiB man doch von den rothaarigen Menschen, dab sie eine sehr 
weiBe, durch Sonnenlicht kaum oder nur krankhaft (Epheliden) pigmen- 
tierbare Hautfarbe besitzen.] Eine Vermehrung der gesamten Keratin- 
substanz auf Kosten des Pigments kommt nicht in Frage, denn der 
Cystingehalt ist bei beiden Haaren eher niedriger als normal. So drangt 
sich die Frage auf, ob das Tyrosin nicht unverbrauchte Muttersubstanz 
des Pigments sein kénne. Jedes Haar, kénnte man annehmen, hiitte 
dann einen bestimmten Tyrosingehalt mitbekommen, der zum Teil zu 
Pigment umgewandelt wiirde, wahrend der Rest im Keratin bliebe und 
(nach Unna und Golodetz) als Leitkérper der Verhornung diente. 

Noch immer ist die Frage nach der Muttersubstanz des Melanins 
nicht geklirt. Bloch') nimmt an — und seine Versuche sprechen daftir 


1) Bloch, Arch. f. Dermat. u. Syphil. 124, 129, 1917. 
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dal nur das Oxydationsprodukt des Tyrosins, das Dioxyphenylalanin 

nicht die Grundsubstanz selbst —, befahigt sei, Melanin zu bilden. 
Dieses entsteht nach seinen Untersuchungen unter dem Einflub eines 
spezifischen Ferments, der Dopaoxydase. Er hat das Dioxyphenyl- 
alanin zum Nachweis der hypothetischen Dopaoxydase benutzt und 
damit eine Reaktion zum Nachweis der Pigmentbildungsstiatten ge- 
schaffen. 

Demgegeniiber steht v. Fiirth auf dem Standpunkt, dab die zykli- 
schen Eiweibkerne, insbesondere Tyrosin und Tryptophan, die Grund- 
steine des Melanins seien. Przibram hat erst kiirzlich den Nachweis 
erbracht, daB Tyrosin durch tierische Tyrosinase, die von Peroxydase 
frei war, zu einem ganz ahnlichen melaninartigen Kérper oxydiert 
wird wie das Dioxyphenylalanin, wenn auch in erheblich langerer Zeit 
als letzteres. Er behauptet sogar, daB schon die Alkaleszenz des Gewebs- 
saftes hinreiche, die Dopareaktion positiv ausfallen zu lassen. Dab 
dem wirklich so ist, sieht man aus den vielen Miberfolgen, die Nach- 
untersucher Blochs bei der Ausstellung der Dopareaktion durch den 
sogenannten Wasserfehler bekamen. 

Meine Resultate scheinen dafiir zu sprechen, dab Tyrosin zum 
Melaninaufbau benétigt wird und zu Zeiten, wo dieser eingeschrankt 
ist, liegen bleibt. Das schlieBt aber nicht aus, daB das Dopa eine 
Zwischenstation auf dem Wege vom Tyrosin zum Melanin ist, und 
nimmt der Blochschen Reaktion nichts von ihrer Bedeutung als Mab- 
stab fiir die Starke bzw. das Vorhandensein einer Pigmentbildung. 

Den naheliegenden endgiiltigen SchluB auf die Bildung des 
Pigments aus Tyrosin hatte man ziehen diirfen, wenn es gelungen 
wire, im Haarboden des Ringelhaares mittels der Dopareaktion die 
Zeichen einer intermittierenden Pigmentbildung nachzuweisen. — In 
Betracht kam als solches Zeichen das von Miescher') beschriebene 
Auftreten einer Schwirzung mittels Dopa in der Papille beim Haar- 
wechsel und beim Ergrauen. 

Andererseits war es aber auch méglich, daB sich der zur Ringelung 
fiihrende ProzeB oberhalb der Papille abspielte. Damit war auch ein 
normaler Ausfall der Dopareaktion erklarbar. 

So wurde ein Stiick Kopfhaut, auf der geringeltes Haar wuchs, 
ohne irgendwelche Narkose — um Gewebsalterationen zu vermeiden - 
exzidiert. Das Hautstiickchen wurde sofort in Agar eingebettet und 
Gefrierschnitte davon hergestellt, die dann nach Blochs Vorschrift 
24 Stunden in 0,1 proz., mit Na, H PO, und K H, PO, gepufferter Dopa- 
lésung gebadet wurden. ; 


1) Miescher, Arch. f. Dermat. u. Syphil. 124, 129, 1917. 
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Die gewaschenen und entwasserten Priaparate zeigten unter dem 
Mikroskop einen tiefdunklen Streifen unter der Cutis, der sich bei 
starkerer VergréBerung in gekérntes Pigment auflésen lie®. Die ge- 
troffenen Haarbulbi zeigten ebenfalls die aus Blochs Veréftentlichungen 
bekannte Reaktion. Im Langsschnitt getroffene Haare wiesen weder 
an den hellen, noch an den dunklen Stellen eine Verfarbung im Sinne 
der Dopareaktion auf. Die Papillen waren nicht gefairbt. Auch nach 
van Gieson gefirbte Schnitte eines friiher exzidierten Stiickes Kopf- 
haut boten, wie Hoepke beschreibt, keinen von der Norm abweichenden 
Befund. Im Haarboden eines rothaarigen Menschen konnte die Dopa- 
reaktion nicht angestellt werden. Vielleicht sind von ihr weitere Auf- 
schliisse zu erwarten. 

Fiir das Ringelhaar kommt nach diesem Ergebnis eine inter- 
mittierende Dopaoxydasewirkung als Ursache der Ringelung nicht 
in Betracht. 

Es bleibt noch die andere Méglichkeit: dali das Pigment bzw. 
eine Zwischenstufe wieder zu einem farblosen Produkt weiteroxydiert 
bzw. reduziert werde. 

Fiir das Melanin ist das nichts Ungewéhnliches. Mieschers Ver- 
suche ergaben, daB in die Haut eingespritztes, kiinstlich hergestelltes 
Dopamelanin nach kurzer Zeit véllig verschwand; er nimmt an, dab 
die Epidermiszellen imstande seien, Pigment selbstandig abzubauen 
Derselbe Vorgang wire hier, nur gesteigert und intermittierend an- 
zunehmen. Oder auch das Keratin wire wie das Chitin befahigt. Pigment- 
vorstufen farblos zu speichern (Hasebroek), und die Umwandlung 
ware durch irgendwelche Umtsinde intermittierend. 

Eine Oxydation kommt bei diesem Prozef kaum in Frage. Unna 
zeigte, daB das im Haarschaft aufsteigende Pigment frei von allem 
disponiblen Sauerstoff ist, weil es mit den stark reduzierenden Horn- 
zellen emporsteigt. Ob dieses pathologische Haar doch reduzierende 
Kraft besiBe, war durch den Versuch zu entscheiden, ob Methylenblau 
entfirbt wurde. Zu diesem Zwecke wurde Ringelhaar mit Quarzsand 
fein verrieben und das Pulver zu einer ganz verdiinnten Methylenblau- 
lésung hinzugefiigt. Ein nach 24 Stunden vorgenommener Farb- 
vergleich der urspriinglichen Lésung mit der Versuchsfliissigkeit ergab 
nicht die geringste Spur einer Entfirbung. 

So kann die Méglichkeit einer Reduktion im Haarschaft abgelehnt 
werden, da ja bei dem fiir tot angesehenen Haar eine solche inter- 
mittierende Tatigkeit etwas sehr Unwahrscheinliches wire. Allerdings 
scheint nach Frieboes’!) Arbeiten das Haar doch nicht die tote Materie’ 
zu sein, fiir die es angesehen wird: denn es gelang ihm, im Haarschaft 


1) Frieboes, Zeitschr. f. Anat. u. Entw.-Gesch, 61, 152, 1921 
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Zellgrenzen und Kerne nachzuweisen. Wir miissen aber wohl an- 
nehmen, da®B der zur Ringelung fiihrende Prozef sich schon bei der 
Bildung des Haares abspielt. 

Immerhin wiire auch mit dieser Annahme noch keine einwands- 
freie Erklarung fiir die Vermehrung des Tyrosins im Ringelhaar gegeben. 
Denn es ist noch nie gelungen, mittels der Millonschen Reaktion 
Tyrosin in gereinigtem Pigment nachzuweisen. Mit Recht weisen aber 
v. Firth und Przibram darauf hin, da®B ein derselben Reinigungs- 
behandlung wie Melanin unterworfenes Tyrosin diese Reaktion auch 
nicht mehr gibt. 

Die Tryptophanbestimmungen ergaben einen gleichmaBigen ge- 
ringen Bestand von fast 1 Proz. bei Haaren aller Fiirbungen. Dieser Befund 
steht im Widerspruch zu Fasals Angabe, der in Haaren kein Tryptophan 
nachweisen konnte. Wahrscheinlich ist es erst durch die Erméglichung 
der direkten Bestimmung im Hydrolysat gelungen, den geringen Gehalt 
der Haare zu erfassen, wie ja auch v. Fiirth 1,2 Proz. Tryptophan findet. 

Weiteren Einblick in die Beziehungen zwischen Tyrosin und 
Pigment konnte man sich von der Analyse des in den Ringelhaaren 
eingeschlossenen Gases versprechen. 

Die Methode, das Gas zu isolieren, war folgende: Lufttrockenes 
Haar wurde nach sorgfaltigster Entfettung in einem kleinen weit- 
halsigen Erlenmeyer mit H,O gekocht, dann wurde das Wasser ent- 
fernt, durch 70proz. SO,H, ersetzt und die Haare im Vakuum von 
etwa iuBerlich anhaftender Luft befreit. Der kleine Erlenmeyer wurde 
in ein weites, mit entliifteter 70 proz. SO,H, gefiilltes Becherglas iiber- 
gefiihrt und in diesem unter der Oberflache der Fliissigkeit umgekehrt. 
Etwa aufsteigendes Gas mubte sich dann in der Kuppel des kleinen 
Erlenmeyer sammeln. 

Wiahrend in dem mit normalem (schwarzem) Haar beschickten 
Kontrollversuche — selbst nach wochenlangem Stehen — keinerlei Gas- 
entwicklung zu bemerken war, zeigten sich die einzelnen Ringelharchen 
nach wenigen Tagen, soweit sie durch die kalte Hydrolyse angegriffen 
waren, mit feinsten Blischen besetzt, die aufstiegen und sich nach 
14 Tagen in einer groBen Blase gesammelt hatten. 

Diese Blase wurde in mehreren Teilen in den Kroghschen') 
Apparat zur Mikrogasanalyse iibergefiihrt und dort O, und CO, 
mittels Absorption bestimmt. Der verbleibende Gasrest konnte mangels 
einer Verbrennungsapparatur nicht weiter differenziert werden. 

Eine im Monat September 1922 (Augusthaar) untersuchte Blase 
zeigte einen O,-Gehalt von 5,67 Proz. O, und 1,99 Proz. CO,, eine 
zweite 2,21 Proz. CO, und 6 Proz. Q,. 


!) Krogh, Mikrogasanalyse, Handb. d. biochem. Arbeitsmethoden. 
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Tabelle IV. 





Vol.+Proz. Os Vol.Proz. C¢ dy Rest 
I. 5,63 1,92 92,55 
Il. 5,56 1.87 92.43 
IL. 5428 9262 


Nach diesen Ergebnissen ist wohl die Annahme, da das in den 
tingelhaaren eingeschlossene Gas durch Diffusion hineingewandert 
sei, abzulehnen. Die Alveolenluft enthalt nach Bohr') 14,6 Proz. O 
und 5,6 Proz. CO,, so daB auch ein direktes Ubergehen von Korper- 
gasen nicht in Frage kommt. Wenn man auch dem verminderten 
O,-Gehalt keine zu grobe Bedeutung beilegen darf, da ja die gashaltige 
Kammer von resorbierendem Gewebe umgeben ist, so deutet die Er- 
héhung des CO,-Gehalts auf einen OxydationsprozeB hin. 

Was fiir ein Vorgang sich hierbei abspielt und in welcher Beziehung 
die Tyrosinvermehrung zu der intermittierenden Gasbildung und Ent- 
firbung steht, ist zurzeit nicht zu entscheiden. Jedenfalls deuten aber 
die Versuche darauf hin, daB ein enger genetischer Zusammenhang 
zwischen Tyrosin und Pigment besteht. 


Zusammenfassung. 


1. Die von Mérner und Buchtala vertretene Ansicht, dal} simt- 
licher Schwefel des Haares als Cystinschwefel gebunden sei, wird durch 
Bestimmungen des Cystins nach der Folinschen Methode fiir normales 
Haar bestatigt. Eine Ausnahme macht das rote Haar, in dem mehr 
Schwefel vorhanden ist, als sich aus dem gefundenen Cystinwert be- 
rechnen 1aBt. 

2. Irgendwelche Abhangigkeit der Farbung der Haare vom 
Schwefel- oder Cystingehalt lieB sich nicht feststellen. 

3. Der Tyrosingehalt, der normalerweise mit etwa 4,3 Proz. ge- 
funden wurde, zeigt bei roten und Ringelhaaren eine Vermehrung bis 
5,3 bzw. 6,2 Proz. Vielleicht ist dieser Befund in Parallele mit der 
schlechten Pigmentbildung der rothaarigen Menschen zu setzen und 
deutet auf eine mangelhafte Oxydationsfihigkeit hin. 

4. Dieser Befund — bei mangelhafter Oxydation bzw. bei Ver- 
minderung des Pigments um die Halfte wie beim Ringelhaar laBbt 
auf einen genetischen Zusammenhang zwischen Tyrosin und Melanin 
schlieBen. 

5. Ein spezifischer Ernahrungsversuch mit Humagsolan ergab 
bei Ringelhaaren nur bei Cystin eine deutliche Vermehrung. Die auf- 


1) Bohr, zitiert nach Landois-Rosemann, Lehrb. d. Physiol. 1919. 
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fillig diinnen, weiSblonden Haare eines Kindes mit alimentaérem Odem 
wiesen dagegen einen Tyrosingehalt von nur 3,8 Proz. und nur 0,6 Proz. 
Tryptophan auf. Das Haar scheint nach diesen Ergebnissen jedenfalls 
stirker am Stoffwechsel beteiligt zu sein als gemeinhin angenommen 
wird. 

6. Im Haarboden des Ringelhaares ergab die Dopareaktion nichts, 
was auf eine intermittierende Pigmentbildung schlieBen lieB. 

7. Das Gas in den lufthaltigen Kammern des Ringelhaares enthielt 
etwa 5.4 Proz. O, und 2 Proz. CO,. Die Vermehrung des CO, libt 
auf einen OxydationsprozeB schlieBen, dessen Natur jedoch auch durch 
diese Untersuchungen ungeklart bleibt. 
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Uber die Mikrobestimmung des Traubenzuckers 
nach dem Verfahren von I. Bang. 


Von 
Erich Cohn und Alfred Wagner. 


(Aus der chemischen Abteilung des Physiologischen Instituts der Universiti 
Breslau. ) 


(Eingegangen am 25. April 1925.) 


Das normale menschliche Blut fiihrt nur auberordentlich kleine 
Mengen von Traubenzucker, die sich auch in pathologischen Fallen 
nur zu einem Bruchteile derjenigen Zuckerkonzentrationen steigern 
die man in eben diesen Fallen im Harn anzutreffen pflegt. Trotzdem 
ist es fiir den Physiologen wie fiir den Kliniker von der gréBten Be 
deutung, gerade den Zuckergehalt des Blutes verfolgen zu kénnen 
Angesichts der vielfachen Bedeutung, die der Traubenzucker fiir das 
physiologische Geschehen im Koérper hat, sagen uns schon kleine 
Schwankungen unter Umstiinden Wichtiges fiir den Ablauf der normalen 
Funktionen des Organismus aus. Fiir den Kliniker andererseits ist 
es von Bedeutung, seiner Diagnose, Prognose und Therapie direkt div 
Verhaltnisse innerhalb des Blutes und nicht etwa die innerhalb det 
Exkrete zugrunde zu legen; denn gerade beim Zucker ist es nicht méglich. 
von der Konzentration im Harne auf die im Blute zu schlieBen, also 
den Erfolg irgendwelcher therapeutischer Eingriffe ausschlieBlich nach 
dem Harnbefunde maBgebend zu beurteilen. Ganz undenkbar wire 
die Insulintherapie ohne eine gleichzeitige Kontrolle der Schwankungen 
im Blutzuckergehalt. Die oben erwahnten niedrigen Konzentrationen 
des Blutzuckers und die Notwendigkeit, vor der Analyse das Eiweil 
des Blutes zu entfernen, bedingten die Verwendung sehr grober Blut- 
volumina zu jeder Analyse, solange man auf die bei der Harnunter- 
suchung iibliche Methodik angewiesen war. So hat man zwar tiber dic 
wichtigsten physiologischen Funktionen und Schicksale des Trauben- 
zuckers, denen man mit verhaltnismaBig wenigen Untersuchungen bei- 
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kommen konnte, schon seit lingerer Zeit Klarheit gewonnen. Anders 
dagegen stand es auf klinischem Gebiete, wo der Notwendigkeit haufiger 
Blutanalysen an derselben Person die Undurchfiihrbarkeit standig 





wiederholter ausgiebiger Blutentziehungen gegeniiberstand. ©Wenn- 
gleich es nicht an Versuchen gefehlt hat, den Mabistab der Blutanalyse 
zu verkleinern, so ist eine vollstindige Beseitigung des geschilderten 
Zwiespaltes erst gelungen durch die Mikromethodik von Bang, bei der 
wenige Tropfen Blutes, die aus der Fingerbeere entnommen werden 
kénnen, hinreichen, um die Menge des Zuckers zu bestimmen. 

In ihrer urspriinglichen Form wurde die Zuckerbestimmung nach 
Bany so vorgenommen, da die auf Papierblittchen eingetrockneten 
Blutmengen mit einer schwach angesiuerten uransalzhaltigen Chlor- 
kaliumlésung extrahiert wurden, dal darauf bei alkalischer Reaktion 
eine Reduktion von Kupfersalz durch den Zucker vorgenommen und 
das reduzierte Kupfer jodometrisch bestimmt wurde. Die naheren 
Anweisungen, die Bang zur Ausfiihrung dieser Methode gibt, verraten, 
wo ihre Hauptfehlerquellen liegen. Die Erhitzung muBbte mit einer 
Flamme von ganz bestimmter Wirksamkeit wihrend einer ganz genau 
festgelegten Zeit durchgefiihrt werden. Sofort nach Beendigung des 
Kochens wurde in einer besonderen Vorrichtung fiir Abschlui} der 
AuBenluft gesorgt. Es geht daraus hervor, dali eine Veranderung der 
Alkalinitaét durch zu starkes Einengen die Versuchsergebnisse verandern 
konnte, wahrend andererseits das gebildete Kupferoxydul gegen die 
Luftoxydation geschiitzt werden muBte. Trotz dieser Schwache hat 
die Methode in physiologischen und klinischen Laboratorien gute Auf- 
nahme gefunden und z. B. in der Hand von Henriques und Ege') der 
Analyse minutiéser physiologischer Vorgainge gedient. Trotzdem hat 
Bang sie selbst durch ein anderes Verfahren ersetzt, das weniger emp- 
findlich gegen auBere Einfliisse, aber immerhin ebenso genau ist. Bei 
diesem wird die Heizung der Analysenfliissigkeit indirekt durch cinen 
Wasserdampfstrom bewirkt, und ferner ist das Reagens, mit dessen 
Hilfe die Ermittlung des reduzierten Anteils des Kupfers erfolgt, namilich 
Jodsiiure, von vornherein in der Versuchsfliissigkeit enthalten, so daB 
sie sofort im Augenblick der Reaktionsumstellung durch Ansiauern 
mit Schwefelsiure zu wirken beginnt?). Besonders in dieser zweiten 
Form hat das Verfahren von Bang sich allenthalben in klinischen 
Laboratorien eingefiihrt und ist zu einem unentbehrlichen Hilfsmittel 
bei der Behandlung des Diabetes geworden. Trotzdem nun melden 
sich immer wieder Stimmen, die die Brauchbarkeit der Methode und die 








') Henriques und Ege, diese Zeitschr. 119, 121, 1921. 

*) Inzwischen ist die Fehlerquelle der Luftoxydation durch das aus- 
gezeichnete Verfahren von Hagedorn (diese Zeitschr. 135, 46, 1923) aus- 
geschaltet worden. | 
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: Zuverlassigkeit der von ihr gelieferten Ergebnisse anzweifeln. So wandte 
r Oppler') ein, da das von Bang angegebene Thiosulfataquivalent des 
4 Traubenzuckers von 2,8 nur bei Verwendung von etwa 0.5 mg Glucose 
- Geltung hat und sich beim Abgehen von dieser GréBenordnung deutlich 
aindert. Schon Temperaturdifferenzen im Arbeitsraume, Schwankungen 
im Gasdruck usw. sollten das Aquivalent ebenfalls veriindern. Cohen- 
; Tervaert*) machte Versuche mit wechselnden Erhitzungszeiten und fand 
auch bei einer Dauer von 4 Minuten wechselnde Werte, konnte anderer- 


seits einen Mittelwert fiir das Aquivalent errechnen und gibt dafiir die 
) Zahl 2.2 an. Petschacher*) endlich ermittelte fiir das Verhaltnis Thio- 
: sulfat: Traubenzucker auBerordentlich schwankende Werte, so z. B. an 
einem Tage 1,96, 2 Tage spiiter 1,74, und gibt an, daB die Ursache fiir 
das starke Schwanken seiner Ergebnisse in dem wechselnden Barometer- 
stande, in der Dampfspannung der Luft und ihrer Lonisation zu suchen 
sei. Petschacher betont in seiner ersten Arbeit, daB die Fehler haupt- 
sichlich bei Werten unter 0.3 mg Glucose zum Ausdruck kommen, 
also solchen, mit denen man es bei Verwendung von 100 bis 150 mg Blut 
hauptsichlich zu tun hat, und opfert in einer neuen Arbeit*) den Vorteil 
der Blutentnahme aus der Fingerbeere zugunsten der Venenpunktion, 
um eine gréBere Blutmenge in eine der Bangschen nachgebildete 
Versuchsordnung einfiihren zu kénnen. Angesichts der auberordent- 
lichen Bedeutung, die gerade jetzt in der Zeit der lebhaftesten Arbeit 
mit Insulin eine zuverlassige Mikrobestimmung des Traubenzuckers 
besitzt, ist es von gréBter Wichtigkeit, da das wohlbegriindete Ver- 
trauen der Physiologen und Kliniker zu einer Standardmethode, wie 





es die Blutzuckerbestimmung nach Bang geworden ist, nicht erschiittert 
wird. Die Angaben Bangs miissen daher, so sehr sie an und fiir sich 
uneingeschranktes Vertrauen verdienen, nachgepriift werden, um zu- 
zusehen, ob die erwaihnten Einwendungen berechtigt sind. 

Und noch eine andere Gruppe von methodischen Bearbeitungen 
der Blutzuckerbestimmungen mu beriicksichtigt werden; das sind 
diejenigen, die das Bangsche Verfahren zwar als zuverlassig anerkennen, 
aber eine Reihe von Abanderungen daran vornehmen zu miissen glauben. 
Derartige Abanderungen mégen durch die individuellen Verhaltnisse 





einzelner Laboratorien notwendig oder erwiinscht erscheinen, ihre 
Hiufung ist aber geeignet, das Arbeiten nach den klaren und biindigen 
Vorschriften Bangs zu erschweren und den Anfainger zu verwirren. 
Derartige kleine Abanderungen macht z. B. Richter-Qu’ttner®), die im 


1) Oppler, Zeitschr. f. phys. Chem. 109, 57, 1920, 
2) Cohen-Tervaert, ehbendaselbst 110, 41, 1920. 
3) Petschacher, diese Zeitschr. 131, 116, 1922. 

4) Derselbe, ebendaselbst 142, 370, 1923. 

5) Richter-Quittner, ebendaselbst 96, 92, 1919. 


| 
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Gegensatz zur Vorschrift mit 3ecem Blut bzw. Plasma arbeitete. um 
eine bessere Ubereinstimmung mit den Vergleichswerten der Bertrand- 
schen Makromethode zu erzielen.  Labbé, Nepveux und Nomidis') 
stellten die wechselnde Reduktionsfaihigkeit verschiedener Chlorkalium- 
praparate fest. Sie erneuern die saure Jodatlisung alle 3 bis 4 Tage, 
ohne jedoch hierfiir einen besonderen Grund anzugeben. Eine Ausnahme 
macht hier natiirlich das von Hagedorn angegebene Verfahren, das auf 
einer anderen chemischen Grundlage beruht, da Hagedorn zur Zucker- 
bestimmung die Umwandlung von Kaliumferricvanid zu dem gegen 
den Luftsauerstoff unempfindlichen Kaliumferrocyanid benutzt. Diese 
Methode lieferc ganz ausgezeichnete Werte und erwies sich gleich der 
Bangschen als tibereinstimmend mit der ‘Titration nach Bertrand. 

Aus den oben angefiihrten Griinden haben wir es unternommen, 
das zweite Bangsche Verfahren genau in der Form, wie sie der Autor 
angibt, auf seine Zuverlaissigkeit beidenim Blute gew6hnlich vorhandenen 
Zuckerkonzentrationen und auf die Grenzen seiner Genauigkeit zu 
priifen. Wir geben nachstehend eine Schilderung des Verfahrens, 
wie wir es ausfiihrten, bei der wir einige Kunstgriffe betonen, die Bang 
nicht ausdriicklich erwihnt. Selbstverstéindlich ist der gréiBte Wert 
auf reine Reagenzien zu legen, wir sind aber meistens mit den besten 


Praparaten des Handels — nur das Kaliumjodat stellten wir nach 
Bangs Vorschrift selbst her — zu konstanten und richtigen Ergebnissen 
gelangt.  Speziell die Chlorkaliumpriparate der Firma Kahlbaum 


fanden wir zwar nicht frei von reduzierenden Stoffen, aber konstant in 
ihrem Gehalt, so dali unsere Leerwerte sich kaum anderten. Die saure 
Kupferjodatlésung fanden wir 5 bis 6 Wochen haltbar, wenn sie kiihl 
aufbewahrt wurde, und haben bei unseren eigenen Lésungen, die in 
dieser Zeit verbraucht zu werden pflegen, niemals beobachtet, da sie 
zur Bestimmung von Zucker unbrauchbar wurden. Es ist dringend 
anzuraten, zur Erlangung einwandfreier Resultate mit Normalpipetten 
zu arbeiten, wenigstens soweit es sich um die in der Dosierung 
empfindlichen Lésungen handelt. Das Auslaugen der Plattchen und 
die Mischung der Reaktionsfliissigkeiten nahmen wir genau in der von 
Bang angegebenen Weise vor. Nicht ganz ohne Bedeutung ist die 
Heizung des Dampfentwicklungskolbens, zu der wir einen gew6hnlichen, 
kriftigen Bunsenbrenner am geeignetsten fanden. Bei Verwendung 
zu starker Brenner (groBe Teclu- oder Ringbrenner) wurden die Resultate 
gelegentlich zu hoch oder durch Verspritzen zu niedrig. Die Erhitzungs- 
zeit betrug immer genau 4 Minuten. Von besonderer Bedeutung ist 
die Art der Unterbrechung des Siedens. Wir senken nach Abschlub 
der Kochzeit das KochgefaiB so weit, daB das Dampfrohr aus der Fliissig- 


1922 


') Labbé, Nepveux, Nomidis, Journ. de pharm, et de chimie 26, 49, 
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keit herausragt, aber der obere Teil der Flasche noch von Wasserdampf 


‘ durchstrémt wird, geben dann die Schwefelsiure zu und schwenken 
gelinde. Dabei entwickelt sich reichlich Kohlensiure, die zusammen 
. mit dem Wasserdampfe einen wirksamen Schutz gegen etwaige Luft- 
oxydation bilden diirfte. Die weitere Abkithlung und Verdiinnung Ger 
. Fliissigkeit, Freisetzung und Titration des Jods fiihrten wir wieder 
f genau nach Bangs Vorschrift aus, deren Wiederholung sich wohl er- 
iibrigt. Unsere ersten Versuche nahmen wir an einer Zuckerlésung 
. vor, deren Konzentration durch Polarisation und Titration nach Bertrand 
. festgestellt wurde. Von dieser Stammlésung, die wir jeden Tag frisch 
. herstellten und kontrollierten, stellten wir passende Verdiinnungen her 
: und maBen von ihnen bestimmte Mengen ab. Die Bestimmung wurde 
mehrmals, in der Regel vier- bis sechsmal gemacht und an mehreren 
. hiufig langere Zeit voneinander entternten Tagen wiederholt.  Ge- 
' legentlich lieBen wir Kontrollbestimmungen von anderen Angehdérigen 
des Laboratoriums ausfiihren. Wir geben nunmehr im folgenden unsere 
; Reihenversuche in absteigenden Konzentrationen wieder. 
} leem einer 0.01 proz. Traubenzuckerlésung (= 0,1 mg Zucker). 
t Leerbestimmung: 
’ I Il Mittel 
3.4 3.4 3.4 
" Vollbestimmung: 
) 2 85 2.86 2.85 2.85 
O.0908 O.100 O.0908 0.098 mg 
Leem einer 0,005 proz. Traubenzuckerlésung ( 0.05 ma Zucker) 
| Leerbestimmung: 
! | II Mittel 
3.44 3,42 3.45 
| Vollbestimmung: 
3.14 3,12 3,14 3.16 
O51 0.055 O05] 0.048 mg 
| IT ecem einer 0.0025 proz. Traubenzuckerlésung ( 0.025 mq Zucker) 
Leerbestimmung: 
, I Il Mitte] 
3.42 3.44 3.43 
Vollbestimmung: 
, 5.26 3.32 3.26 3.30) 3.30 
O.030 O.O19 O50 O.025 0,023 me 
28. Februar 1924. 0.1 ma Zucker. 
Stammlédsung 1 Proz., kontroliiert nach Bertrand 1 Proz. 





Leerbestimmung: 


3,65 


Mittel 


3.045 
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Vollbestimmung: 
3.07 3.08 3.09 3.08 
0,103 0,100 0,099 0,100 mg 
0.05 mq Zucker. 


Vollbestimmung: 
3.36 3.07 3.07 3.36 


0,050 0.049 0.049 0.050 me 


10. Mdrz 1924. 0.025 mq Zucker. 
Stammlésung 0.5 Proz., kontrolliert nach Bertrand = 0.4 Proz. 
Leerbestimmung: 
I II Mittel 

3.60 3.62 3.61 
Vollbestimmung: 

3.50 3.41 3,47 3,49 

0.0196 0.0257 0.0250 0.0214 mg 


11. Mdrz 1924. 0,025 mq Zucker. 
Stammlésung 0,5 Proz., kontrolliert durch Polarisation 0.5 Proz. 
Leerbestimmung: 
I II Mittel 

3,63 3,62 3,625 
Vollbestimmung: 

3,48 3.53 3.49 3,50 

0,0259 0,016 0,023 0.0223 meg 


12. Mdrz 1924. 0,04mq Zucker. 
Stammlésung 1 Proz., kontrolliert nach Bertrand 1 Proz. 
Leerbestimmung : 

I II Mittel 

3.69 3.67 3.68 
Vollbestimmung: 

3,45 3,43 3,45 3,44 

0,041 0,045 0.041 0.042 mg 

13. Marz 1924. 0,05 mq Zucker. 
Stammldésung 0,5 Proz., kontrolliert nach Bertrand 0.5 Proz. 
Leerbestimmung: 
I II Mittel 

3,58 3,56 3,57 
Vollbestimmung: 

3,28 3,28 3,29 3,28 


0,050 0.050 0,050 0,050 mg 


14. Mdrz 1924. 0,025 mq Zucker. 
Stammlésung 0,5 Proz., kontrolliert durch Polarisation = 0,5 Proz. 


Leerbestimmung: 
I II Mittel 
3,65 3,68 3,665 
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3.70 3.08 
Vollbestimmung: 
.& ms 3.02 3.04 
O.028 O30 OLO26S8 
18. Marz 1924. 0.04 mq 
Stammlosung 2 Proz., kontrolliert nach 


Leerbestimmung: 


3.06 3.08 
Vollbestimmung: 

3.47 3.44 3.45 

OO357 O04] OLO39 


rz 1924. 0.03 ma 
. kontrolliert wach 


Leerbestimmung: 


3.07 3.07 
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ou 3.00 3.03 
O.og2 O.O50 Ors 
25. Mdrz 1924. O04 ma 
Stammilosung 1 Pre kontroll lurch 
Leerbestimmung 
| 11 
3.0% 3.07 
Vollbestiminiunt 
5.46 3.45 3.45 
OO3TS OLO50 ogg 
27. Mdrz 1924. 0055 my 
Sitammldsung 1 Proz.. kontrolliert durch 
Leerbest iminung 
l Il 
3.62 3.64 
Vollbestimmung: 
3.44 3.45 3.40 
0.034 OO357 0.041 
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29. Mdrz 1924. 0,035 mg Zucker. 
Stammldsung 1 Proz., kontrolliert nach Bertrand 1 Proz. 
Leerbestimmung: 

I Il Mittel 
3.59 3.61 3.60 
Vollbestimmung: 


3.40 3.50 3.40 3.40 
O.0357 O.0375 O.0357 0,036 mg 


Es diirfte zwecklos sein, simtliche Bestimmungen, die wir zu den 
verschiedensten Jahres- und Tageszeiten unter den verschiedensten 
Temperatur- und Witterungsbedingungen ausgefiihrt haben, wieder- 
zugeben. Wir greifen nur zwei von den Serien heraus, die unternommen 
wurden, um die Grenze zu ermitteln, bis zu der herab die Zucker- 
bestimmungen zuverlassig sind. Zwischen beiden Bestimmungen fallt 
als bedeutender Unterschied auf, dal die Leerwerte, die zwar in jeder 
einzelnen Serie nahezu konstant sind, untereinander um 0,2 ccm 
differieren. Die Ergebnisse beider Versuchsreihen zeigen, daB auch 
derartige Differenzen, wie sie durch die Herstellung der Normallésungen 
oder durch die Anwendung eines neuen Praparats unter den Versuchs- 
chemikalien sehr leicht zustande kommen kénnen, die Ergebnisse der 
Analysen relativ wenig beriihren. Im allgemeinen haben unsere Ver- 
suche gezeigt, daB bis herab zu einer Zuckermenge von 0,035 cem 
brauchbare Werte erhalten werden. Hier fallen natiirlich kleine 
Titrationsdifferenzen auberordentlich stark ins Gewicht, und man 
wird in solchen Fallen, wo man Zuckermengen dieser kleinen GréBen- 
ordnung zu erwarten oder in einer ersten Bestimmung gefunden hat, 
entweder eine besonders grobe Zahl von Parallelbestimmungen «an- 
stellen oder mit etwas stirkeren Blutmengen arbeiten (150 mg). 

Um nicht zu leicht in diesen niedrigen Bereich hineinzugeraten, 
méchten wir unbedingt empfehlen, Blutproben, die ein Gewicht von 
unter LOO mg zeigen, nur aufzuarbeiten, wenn man iiber sehr grobe 
Cbung verfiigt. Geeignete Blutmengen sind leicht zu erhalten und werden 
immer erreicht, wenn das Blut mit der erforderlichen Intensitat fliebt. 
Es kann nicht dringend genug von dem Versuch abgeraten werden, 
von einem nur traige blutenden Einstich eine gréBere Menge von 
Plittchen befeuchten zu lassen. Konzentrationen von 0,035 Proz. 
Zucker wurden friiher bei der Untersuchung menschlichen und 
auch tierischen Blutes nur in ganz seltenen Ausnahmefillen gesehen, 
diirften aber heutzutage in Verbindung mit der Insulintherapie und 
beim hypoglykaimischen Symptomenkomplex haufiger zur Beob- 
achtung gelangen. Bei Verwendung von 150mg Blut wird man noch 
Traubenzuckermengen von 0,025 Proz. sicher erfassen kénnen, die 
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wohl die untere Grenze derjenigen Zuckerkonzentrationen darstellen, 
die praktisches Interesse fiir den Kliniker besitzen. 

Wir haben im Laufe unserer Arbeit immer wieder den Eindruck 
gewonnen, da das zweite Bangsche Verfahren die Menge der redu- 
zierenden Substanz, die in die Salzlésung iibergeht, absolut richtig 
wiedergibt, und méchten aus diesem Grunde davon abraten, an den 
Bangschen Vorschriften irgendwelche Modifikationen anzubringen. 
(In dem von uns angewendeten kleinen Kunstgriffe sehen wir eine 
solche nicht.) Wir méchten sogar auch vor iibergroBer Angstlichkeit 


bei der Herstellung der Lésungen abraten. Wo sich bei uns oder anderen 
’ Mitgliedern des hiesigen Laboratoriums bei den Zuckerbestimmungen 


einmal Unstimmigkeiten ergeben, lag bei naherer Priifung ihre Ursache 
i meist nicht in den Lésungen. Natiirlich wollen wir nicht einer Auber- 
achtlassung der von Bang angegebenen Vorsichtsmabregeln das Wort 
t reden. Zusammenfassend bemerken wir, dal} das zweite Reduktions- 
r verfahren von Bang in der vom Autor selbst ihm gegebenen Form in 
’ bezug auf Genauigkeit und Unempfindlichkeit gegen Stérungen alle 
i Anspriiche erfiillt, die der Kliniker und Physiologe stellen mut. 
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Uber Anaerobiose von Tumorgewebe. 


Von 
Yohichi Okamoto (Tokio). 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem.) 


(Eingeqanaen am 23. lpr il 1925.) 


Mit 10 Abbildungen im Text. 


Nach den Arbeiten, die in diesem Institut tiber den Stoffwechsel 
der Tumoren ausgefiihrt worden sind!), lag die Annahme nahe, dah 
Tumorgewebe unter anaeroben Bedingungen leben kann. Ich habe es 
auf Vorschlag von Herrn Offo Warbury unternommen, diese Annahme 
zu prifen. 

Tumorschnitte von einigen | ,, mm Dicke wurden in Ringerlésung 
oder Serum gebracht und unter Durchliiftung mit einem Kohlensaure- 
stickstoffgemisch im Brutschrank gehalten. Nach einem oder mehreren 
Tagen wurden die Schnitte auf Versuchstiere transplantiert. | Der 
Erfolg der Transplantation entschied dariiber. ob das Gewebe zur Zeit 
der Transplantation noch lebte. 

Daneben habe ich auch Stoffwechselmessungen mit Tumorgewebe 
ausgefiihrt und habe verfolgt. wie sich der Stoffwechsel indert. wenn 
das Gewebe unter verschiedenen Bedingungen im Brutschrank ge- 
halten wird 

I. Das Versuchsmaterial. 

Zu den Versuchen verwendete ich das Flerner-Joblingsche Ratten- 
carcinom, das Jensensche Rattensarkom und das Roussche Hiihner- 
sarkom. Das Jensensche Rattensarkom verdankt das Institut Herrn 
Dr. W. Cramer vom Imperial Cancer Institut in London, das Rous- 
Sarkom Herrn Dr. Peyton Rous vom Rockefeller-Institut in New-York. 

Zur Transplantation wurden kleine Tumorstiickchen mit der 
Pinzette in eine Hohlnadel gedriickt. Die Hohlnadel wurde unter die 
Riickenhaut (Rattencarcinom und Rattensarkom) oder in den Brust- 


1) Diese Zeitschr. 142, 317, 1923; 142, 334, 1923; 152, 309, 1924; 
Klin. Wochenschr. 1925, 4. Jahrg., Nr. 12. 








| 
| 





Y. Okamoto: Anaerobiose von Tumorgewebe 53 


muskel (Hiihnersarkom) eingestochen, ihr Inhalt mit einem Draht 
herausgestoBen. Hierbei ging frisches Material des Rattencarcinoms 
mit einer Ausbeute von 50 bis 100 Proz., des Ratten- und Hiihner- 
sarkoms mit einer Ausbeute von 80 bis LOO Proz. an. 

Unter .,Angehen™ verstehe ich das Heranwachsen eines ‘Tumors 
zu mindestens KirschkerngréBe im Laufe von 4 Wochen. Linger als 
4 Wochen wurde nicht beobachtet. Zu bemerken ist, dal} einmal heran- 
yewachsene Rattencarcinome niemals wieder zuriickgingen, wihrend 
es haufig vorkam, daB sich Jensensche Sarkome zuriickbildeten, sei 
es, daB sie von frisch entnommenem Tumormaterial, sei es, dab sie 
von irgendwie vorbehandeltem Material stammten. 


Il. Anordnung der Versuche. 


Die Anordnung veranschaulicht Abb. 1. A’ sind die ,,Durch- 
liiftungskolben**, die in dem auf 37° regulierten Brutschrank B stehen, 
l' sind Wattestopfen. Das Volumen der Kolben betragt etwa 500 com, 
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Abb.1 

das Volumen der eingefiillten Fliissigkeit — Ringerlésung oder Serum 
250 cem. S ist eine Kiihlschlange, durch W flieBt kaltes Wasser. .1/ ist 
ein Muffelofen, in dem metallisches Kupfer auf Rotglut erhitzt ist 





F ist eine Stahlflasche, die 5 Proz. Kohlensaure in Stickstoff enthalt 
h Soll unter aeroben Bedingungen gearbeitet werden, so enthalt die 
4 Stahlflasche 5 Proz. Kohlensaiure in Sauerstoff, Muffelofen und Kihl- 
H schlange fallen dann fort. 

i Das aus dem Muffelofen austretende Gasgemisch war so weit frei 


von Sauerstoff, daB gasanalytisch nach Haldane kein Sauerstoff mehr 
nachweisbar war. Sattigte man mit dem Gasgemisch Atmungstrége, die 
ein Gewebestiick enthielten, so wurden negative Drucke nicht beobachtet 
Unter Beriicksichtigung der Fehlergrenzen der manometrischen Atmungs 
messung beweist dies, dab bei dem in dem Gasgemisch herrschenden 
Sauerstoffdruck weniger als der hundertste Teil des Gewebes atmete, 
oder daB der Sauerstoff nur noch in Schnittiefen eindrang, die weit 
unter der Dicke einer Zelle lagen. 
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Ich bin also berechtigt, die Bedingungen. unter denen ich gearbeitet 
habe, als anaerob zu bezeichnen, wahrend es physikalisch unrichtig 
wire, meine Lésungen als frei von Sauerstoff zu bezeichnen. 

Ich habe groBbe Kolben, groBe Fliissigkeitsmengen und_ kleine 
Gewebemengen einige Milligramme verwendet, um eine Ver- 
inderung der Fliissigkeiten durch den Stoffwechsel des Gewebes nach 
Moglichkeit zu vermeiden. Ich habe ferner darauf geachtet, dab der 
Bicarbonatgehalt meiner Fliissigkeiten der physiologische war, und es 
dadurch erreicht, daB ich bei Durchliiftung mit 5 Proz. Kohlensaure 

bei dem physivlogischen py gearbeitet habe. 

Alle Versuche habe ich unter aseptischen MaBregeln angestellt. 
Zur Priifung, ob die Mabregeln erfolgreich gewesen waren, wurde nach 
Beendigung der Versuche der Inhalt der Kolben A bis auf einen kleinen 
Rest ausgegossen. Dann wurde Niahrbouillon zugesetzt und nach 
24 Stunden gepriift. ob eine Triibung eingetreten war. Nur iiber Ver- 
suche, in denen die Naihrbouillon klar blieb, ist im folgenden berichtet 


Il. Herstellung der Liésungen. 

Sterile Bicarbonatléisung. Da sowohl festes als auch geldstes 
Bicarbonat sich bei den zur Sterilisation erforderlichen Temperaturen 
zersetzt, so habe ich zur Bereitung steriler Bicarbonatlésungen einen 
Umweg eingeschlagen. 

0.82 ¢ wasserfreien Natriumcarbonats wurden in einem Durch- 
liftungskolben (AK der Abb. 1) bei 170° trocken sterilisiert. Dann 
wurden 100 com Wasser, das im Kochschen Dampftopf 1 Stunde erhitzt 
war, zugegeben und durch die Lésung unter haufigem NSchiitteln 
40 Minuten lang ein kraftiger Strom 100proz. Kohlensaure durch- 
geleitet. Hierbei wurde das Carbonat in Bicarbonat iibergefiihrt und 
die Lésung mit Kohlensiure gesittigt. Um die Konzentration der 
gelésten Kohlensaiure auf ihr physiologisches Mab zu bringen, wurde 
noch 10 Minuten lang 5 Proz. Kohlensaiure in Sauerstoff oder Stickstoff 
durchgeleitet. Zur Aufbewahrung verschloB ich das Gaseinleitungs- 
und Ableitungsrohr mit Gummistopfen. 

Da das Molekulargewicht des Natriumearbonats 106, des Natrium- 
bicarbonats 84 ist und zwei Molekiile Bicarbonat aus cinem Molekiil 
Carbonat entstehen, so war der Prozentgehalt der so bereiteten Lésung 
an Bicarbonat: 

0,82." be 1,3. 
106 
Eine solche Lésung ist dem Rattenserum isoton. 

Sterile Glucoselisung. 5,6 g Glucose, gelést in 100 cem Wasser. 
wurden an zwei aufeinander folgenden Tagen je eine Viertelstunde lang 
im Kochschen Dampftopf erhitzt. 
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t Eine Lésung von 5.6 g Glucose in 100 cem Wasser ist dem Ratten- 


serum isoton 


J 


Sterile Salzlésung. Als .,Salzlésung’ bezeichne ich eine Ringer- 
lésung, die kein Bicarbonat enthalt. Zu ihrer Bereitung wurden folgende 
Stammldésungen vorratig gehalten: 


1. 9g Natriumchlorid in 1000 cem Wasser 





2. 115g Kaliumchlorid in L000 cem Wasser. 
3. 12,2 ¢ (wasserfreies) Calciumchlorid in 1000 cem Wasser. Man 
stellt Giese Lésung her, indem man mehr als die berechnete Menge 
wasserhaltigen Calciumchlorids in einem bekannten Volumen auflést, 
, den Chlorgehalt durch Titration mit Silbernitrat ermittelt und die 
gewiinschte Salzkonzentration durch Verdiinnen mit der berechneten 
| Menge Wasser erzeugt 
14) Raumteile der Stammnatriumchloridlésung wurden mit 
20 Raumteilen Kaliumchlorid- und 20 Raumteilen Caleiumcehlorid- 
lésung gemischt. Je 200 ccm dieser Salzlésung wurden in einen Durch- 
liiftungskolben eingefiillt und im AKochschen Dampftopf einmal | Stunde 
lang sterilisiert. 
Sterile zuckerhaltige Ringerlésung. 200 ccm der sterilen Salzlésung, 
40 cem der sterilen Bicarbonatlésung und 9 cem der sterilen Glucose- 
lésung wurden in einem Durchliiftungskolben gemischt und bei 37° 
mit 5 Proz. Kohlensaure in Sauerstoff oder 5 Proz. Kohlensiure in 
Stickstoff gesittigt. Dann war: 


die Konzentration der Glucose... . . . . . . 0.2 Proz 
a an Bicarbonat. . ... . . . 25 . 10-2 Mole Liter 
der freien Kohlensiure (bei 
einem Barometerstand von 760mm) . . . . LIS. lo 43 
25 x 1-2 ee 
Py nach Henderson -Hasselbalch 6,14 + log 7,46, 
’ 1,18 10-3 


Blausdurehaltige Ringerlésung. 0.7 g WKaliumeyanid wurden in 
100 com Wasser gelést, ein aliquoter Teil mit n Schwefelsaure bis zum 
Umschlag von Methylorange titriert und dann der ganze Rest mit 
der aus der Titration berechneten Menge an n Schwefelsiure angesauert 
Von dieser etwa n/10 Blausiurelésung wurde zu der sterilen Ringer 
lésung so viel zugefiigt. daB die Blausiurekonzentration in der Ringer- 
lisung n/ 1000 wurde. Es wurde dabei angenommen, dab die n 10 
Blausaurelésung keine lebenden Bakterien enthalt, und wirklich blieben 
die auf die beschriebene Art hergestellten Lésungen steril 





a net MEM Oe eae 


Um die Abnahme der Blausaiurekonzentration wahrend des Ver- 
suchs bei dem immer Gas durch die Kolben geleitet wurde s0 


klein wie mdglich zu machen. wurden vor den Versuchskolben, det 
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die Schnitte enthielt, zwei leere Kolben geschaltet. die n/1000 Blau- 
siure enthielten. Nach Beendigung der Versuche, die 24 Stunden 





dauerten, wurde das Gewebe aus der Lésung herausgenommen und 
der Blausauregehalt der Lésung kontrolliert. Zu dem Zwecke wurden 
zu 100cem Lésung 2cem 25proz. Ammoniaks zugesetzt, von dem 
entstandenen Niederschlag (Calciumcarbonat) abzentrifugiert, 0,5 cem 
Jodkalilésung als Indicator zugesetzt und nunmehr die Blausaure 
nach Deniges') mit n/100 Silbernitrat titriert. Dabei zeigte sich, dal 
die Blausaiurekonzentration in dem Versuchskolben im Laufe von 
24 Stunden von | © 10-3 auf 0.74 ~ 10-3 Molen pro Liter, also nur 
unwesentlich, gesunken war. 

Steriles Serum. Es wiire am korrektesten gewesen, fiir die Ver- 
suche immer das Serum derjenigen Tierart zu verwenden, von dem 
der Tumor stammte. Da es jedoch schwierig und teuer war. die nétigen 
Mengen an Rattenserum zu erhalten, so bin ich im Laufe der Arbeit 
zu inaktiviertem Pferdeserum iibergegangen, nachdem ich mich in 
Vorversuchen tiberzeugt hatte, daB frisches Rattenserum nicht wesentlich 
giinstiger wirkt, als inaktiviertes Pferdeserum. 

Blut von Pferden?) wurde im Schlachthaus in hohen  sterilen 
Zylindern aufgetangen und iiber Nacht unter Beschwerung mit einem 
durchlécherten Metallgewicht im Eisschrank stehengelassen. Am 
nachsten Morgen wurde das triibe ausgepreBte Serum in Zentrifugier- | 
glaser abgefiillt und unter Verschlu®B zentrifugiert, bis es klar geworden 
war. Dann wurde es aus den Zentrifugierglasern abpipettiert und 
durch den seitlichen Tubus in die Durchliftungskolben eingefiillt. 


Zur Inaktivierung wurden die Kolben im Wasserbad auf 55° 


vorgewarmt, kamen dann 2 Stunden in einen Schrank, der auf 58° 
cinstand, wurden am niachsten Tage wieder im Wasserbad vorgewarmt 
und nochmals eine '. Stunde im Thermostaten auf 58° erhitzt. 





Zuckerqehalt des Serums. Da der Zuckergehalt des Serums schwankt, 
so habe ich, um sicher die notwendige Zuckermenge in meinen Kolben 
zu haben, stets pro Liter Serum 2g Glucose in Form der sterilisierten 
Glucoselésung zugesetzt, und zwar immer erst nach dem Inaktivieren 
des Serums. Der Zuckergehalt des Serums war demnach in meinen 
Versuchen héher als der physiologische Zuckergehalt, und diirfte 
zwischen 3 und 4 Prom. geschwankt haben. 

Bicarhonatgehalt' des Serums. Auch der Bicarbonatgehalt des HI 
Serums ist nicht konstant. Ich habe ihn jedesmal nach dem Inaktivieren 


') Classen, Theorie und Praxis der MaBanalyse, 8. 655. Leipzig 1912. 
*) Die Vorschrift verdanke ich Herrn Leopold, Kaiser Wilhelm- Institut 
fiir experimentelle Therapie, Berlin-Dahlem. 
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bestimmt, indem ich in Glaser von der Form der Abb. 2 1 com Serum 
einfillte, in den Anhang 0,2 ccm 4proz. Citronensaure gab, mit 5 Proz 
Kohlensaure in Stickstoff sattigte und dann die Citronensaure in das 
Serum einkippte. Aus der Druckzunahme. die an dem angeschlossenen 
Barcroftmanometer auftrat, berechnete ich den 





Bicarbonatgehalt des Serums. 

Das Serum enthiclt im allgemeinen nicht 
mehr als 2,5 . 10-2 Mole Bicarbonat pro Liter. 
oft aber weniger. Im letzteren Falle habe ich so 
viel von der sterilen Bicarbonatlésung zu dem in- 
aktivierten Serum zugefiigt, daB der Bicarbonat- 
gehalt 2.5.10~? Mole pro Liter wurde. 


IV. Messung des Stoffwechsels. 


Zur Messung der Atmung bediente ich mich 
der in Abb. 3 abgebildeten Trége'), zur Messung A 





der Glykolyse der in Abb. 4 abgebildeten Trége?). Abb. 2 
Niheres findet man in den zitierten Arbeiten 

Ich erinnere noch an die Bedeutung der Quotienten?), durch die 
ich das Ergebnis meiner Messungen ausdriicke. Es bedeutet 


emm verbrauchten Sauerstoffs 


V0 = (Atmung) 
adit mg Gewebe Stunden 
ON: cmm Extrakohlensaure, gebildet in Stickstoff (Giykolyse unter anacroben 
€CO, mg Gewebe =< Stunden Bedingungen ) 
ae 


























Abb. 3 Ab». 4 


1) Diese Zeitsehr. 142, 317, 1923 


; 2) Ebendaselbst 192, 51, 1924. 
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VV. Vorbereitung der Versuche. 


Je 250 cem Ringerlésung oder Serum wurden unter Durchleitung 
von 5 Proz. Kohlensaure in Stickstoff oder 5 Proz. Kohlensaure in 
Sauerstoff 24 Stunden lang im Brutschrank in den Durchliiftungs- 
kolben gehalten, zur vorliufigen Priifung, ob die Fliissigkeiten steril 
waren. Blieben die Fliissigkeiten klar, so wurden die Schnitte in sie 
eingebracht. Inaktiviertes Pferdeserum triibte sich niemals, wahrend 
es vorkam, daf} sich in der zuckerhaltigen Ringerlésung Bakterien 
entwickelten. 

Zur Gewinnung steriler Tumorschnitte verfuhr ich folgender- 
maBen: Das Tier wurde durch Nackenschlag getétet, mit alkohol- 
feuchter Watte abgerieben und dann 5 Minuten in 0 5proz. Sublimat- 
lésung untergetaucht. Nach Trocknung des Tieres mit sterilem 
Filtrierpapier wurde der Tumor herausprapariert. Die Schnitte wurden 
mit Rasiermessern, die trocken sterilisiert waren. angefertigt, in einem 
hesonders gereinigten und fiir meine Zwecke reservierten Operationsraum 

Es versteht sich, dai nur geschlossene Tumoren als Versuchs- 
material in Betracht kamen. Bauchtumoren von Tieren, die Exsudat 
in der Bauchhéhle hatten, wurden nicht verwendet. Die Priifung auf 
Sterilitat nach Abschnitt II zeigte in keinem Falle Anwesenheit von 
Bakterien an, wenn ich mit Sarkom arbeitete, aber mehrmals, wenn 


ich mit Carcinom arbeitete. 


VI. Ergebnisse mit dem Flexner-Joblingschen Rattencarcinom. 

Die Ergebnisse einiger Transplantationsversuche teile ich in 
Tabelle I mit. In der ersten Spalte steht die Nummer des Versuchs 
In der zweiten Spalte ist die Fliissigkeit angegeben, in der die Schnitte 
im Brutschrank gehalten wurden, in der dritten Spalte das Gasgemisch 


Tabelle 1. 


Flexner-Joblingsches Rattencarcinom (Transplantation ). 





Ergebnis der Transplantation 
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mit dem die Kolben wahrend der Versuche durchliiftet wurden. In 
der vierten Spalte steht die Zeit, wahrend der die Schnitte im Brut- 
schrank gehalten wurden, das ist die Zeit zwischen der Herstellung 
der Schnitte und der Transplantation. Die vierte Spalte enthilt das 
Ergebnis der Transplantation. Leider bestanden zeitweise Seuchen 
unter den Versuchsratten, so daB nicht immer alle Tiere, dic geimpft 
waren, eine geniigend lange Zeit, nimlich 4 Wochen lang, beobachtet 
werden konnten. 

Betrachten wir die Tabelle 1, so zeigt sich (Versuche | und 2), dali 
Tumorzellen, die in zuckerfreier Ringerlésung anaerob gehalten werden, 
nach 24 Stunden nicht mehr leben, da dagegen der Sauerstoffmangel 
24 Stunden vertragen wird. wenn (Versuche 3 bis 6) die Ringerlésung 
Zucker enthalt. Besonders beweisend in dieser Hinsicht sind die Ver- 
suche 5 und 6, in denen die Ringerlésung ' j99, Mol Blausaure pro 
Liter enthielt, eine Blausiurekonzentration, die die Atmung der Tumor- 
zelle') vollstandig hemmt. Im ganzen folgt aus den Versuchen | bis 6. 
daB das Flexrner-Joblingsche Rattencarcinom ohne Sauerstoff, auf 
Kosten der Zuckerspaltung, leben kann. 

Allerdings bleibt dieser Tumor unter aeroben Bedingungen in 
zuckerhaltiger Ringerlésung linger am Leben als unter anaeroben 
Bedingungen. Schnitte, die unter anaeroben Bedingungen linger als 
24 Stunden in zuckerhaltiger Ringerlésung gehalten waren, lieferten 


Tabelle 11. 


Flexner-Joblingsches Rattenearcinom (Stoffwechsel). 





* Glykolyse, gemessen in Ringer: 
lésung, 0.2 Proz. Glucose in 
5 Proz. CO, Ny nach 





Nr Flussigkeit Gasgemisch ee 
OStd. 24Std. 48Std. 72Std 
, N N 
Wd, Roo, @co, Wd 
1 Ringerlsg. ohne Glucose 5 Proz. CO,—N, + 28 0 
2 dasselbe 5 , cO,-O, +3% + 13 
3 Ringerlsg. mit Glucose 5 , ¢€oa, N, L 3] + 8 
4 dassel be dasselbe + 34 - 5 
5 dassel be dasselbe +38 + 16 
' n 1000 HCN 
i 6 Kaninchenserum, inaktiviert dasselbe +25 +19 
7 dassel be dassel be +21 + 16 7 +15 
8 dasselbe dasselbe 1 20 ji + 6 
9 dasselbe dasselbe 1. 38 + 18 
lo dassel be 5 Proz. CO, O, + 21 ~— 23 > 23 
vil Rattenserum 5 , CO,—N, +22 +18 
12 dassel be dassel be +28 +19 + 17 
13 dasselbe dasselbe t 28 + 22 
l4 dasse! be 5 Proz. CO, 0, + 28 + 32 


') Diese Zeitschr. 162, 309, 1924. 
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mit esner Ausnahme keine Tumoren, wahrend sie bei Sattigung der 
Ringerlésung mit Sauerstoff (Versuch 7) nach 3 Tagen immer angingen. 
Das Gesagte wird gestiitzt durch das Ergebnis von Stoffwechsel- 
messungen, die ich in Tabelle Il zusammengestellt habe. Unter an 
aeroben Bedingungen ist die Glykolyse verschwunden, wenn die Schnitte 
(Versuch 1) 24 Stunden in zuckerfreier Ringerlésung gewesen sind, 
wihrend bei Gegenwart von Zucker (Versuche 3, 4 und 5) die Glykolyse 
linger erhalten bleibt. Unter aeroben Bedingungen findet man selbst 
nach dreitagigem Aufenthalt in zuckerfre‘er Ringerlésung noch eine 
betrachtliche Glykolyse. 
Unter allen Umstanden — ob bei Gegenwart oder bei Abwesenheit 
Zucker erhalten die aeroben Bedingungen den Stoffwechsel 
langer als die anaeroben Bedingungen. Stickstoff fallt die 
Glykolyse im Laufe von ‘Tagen immer ab, wihrend sie in Sauerstoff 
(Versuche 10 und 14) relativ lange unverindert bleibt oder sogar viel- 


leicht etwas ansteigt. 


von 
Denn in 











VII. Ergebnisse mit dem Jensenschen Rattensarkom. 

Die Ergebnisse meiner Versuche mit dem Jensenschen Ratten- 
sarkom teile ich in den Tabellen II] und IV mit, die in der gleichen 
Weise angeordnet sind, wie die Tabellen I und II. 

Tabelle 111. 
Jensensches Rattensarkom (Transplantation). 
Ergebnis der Transplantation 
2 Pro D 
Nr. Flissigkeit Gasgemisch Zeit Zahl der Es starben in d. Zahl der ; "1 
geimptten Heobachtungs angegangenen — 
° zeit aus unbe- ‘ Impt- 
Sed liere cunt Cotedinn fumoren ausbeute 
Ll) 24 10 8 80 
2 St ° 24 6 ~ 2 33 
3, &-s iH 48 7 — 7 100 
4\iss | oe 48 6 6 100 
5 ita = 72 10 — 8 80 
6/126 “o 72 9 7 78 
7 - 120 10 — 3 30 
Die Transplantationsversuche sind in Tabelle Il zusammen- 


gestellt, das Ergebnis ist eindeutig. 


Die Sarkomzelle kann unter an- 


aeroben Bedingungen in Serum leben, und zwar mindestens 5 Tage. 
Bis zu 3 Tagen sind die Impfausbeuten so, wie bei frisch geimpftem 
Material, abgesehen von Versuch 2, in dem die Impfausbeute niedriger ist. 
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Tahe lle ] Vy. 


Jensensches Rattensarkom (Stoffwechsel). 





Stoffwechsel, gemessen in Ringerlésunyg, 0.2 Proz. Zucker nach Stunden 
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Die Stoffwechselversuche sind in Tabelle IV zusammengestellt. 
Fiir diesen Tumor habe ich neben der Glykolyse auch die Atmung 
gemessen. Die Versuche | bis 6 sind unter anaeroben. die Versuche 7 
bis 9 unter aeroben Bedingungen angestellt. Die Atmung fallt im 
allgemeinen beim Aufenthalt der Schnitte in den Durchliiftungskolben 
schnell ab, die Glykolyse dagegen nur langsam, und zwar unter anaeroben 
Bedingungen nicht schneller, sondern eher langsamer als unter aeroben 





Bedingungen. Im Gegensatz zum Flexner-Tumor leidet der Jensen- 
Tumor durch Sauerstoffmangel nicht. 

Derselbe SchluB ergibt sich, wenn man Praparate des Jensen-Tumors 
unter dem Mikroskop betrachtet. Das unter anaeroben Bedingungen 
gehaltene Gewebe ist nicht mehr. sondern eher weniger geschidigt. als 
das unter aeroben Bedingungen gehaltene. Die Abb. 5, 6 und 7 sind 
Photogramme des Jensenschen Sarkoms. Nr. 5ist das Bild frisch ent- 
nommenen Tumorgewebes!), Nr. 6 das Bild nach dreitigiger A erobiose 
im Brutschrank (in inaktiviertem Pferdeserum und 5 Proz. CO, — O,), 
Nr.7 das Bild nach dreitigiger Anaerobiose im Brutschrank (in in- 
aktiviertem Pferdeserum und 5 Proz. CO, — N,). 

Macht man ahnliche Versuche mit Lebergewebe, so findet man, 
wie nicht anders zu erwarten, daB Sauerstoffmangel das Gewebe schnell 
schadigt, Nr. 8 ist ein Photogramm frischen Lebergewebes. Nr. 9 nach 
zweitagiger Aerohbiose im Brutsechrank (in inaktiviertem Pferdeserum. 
in 5 Proz. CO,—O,), Nr. 10 nach zweitagiger Anacrohiose im Brut- 
schrank (in inaktiviertem Pferdeserum in 5 Proz. CO, — N,). 


1) Die Gewebe wurden in Formol fixiert und mit Hamotoxylinerythrosin 


gefarbt. 
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n-Sarkom, drei Tage in Stickstoff, 175 fach 
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Anaerobiose von Tumorgewebe. 


VILL. Ergebnis mit dem Rousschen Hiihnersarkom. 

Mit dem Rousschen Hiihnersarkom habe ich nur einen Trans- 
plantationsversuch ausgefiihrt, dessen Ergebnis eindeutig war. Die 
Fliissigkeit, in der die Schnitte in den Durchliiftungskolben gehalten 
wurden, war inaktiviertes Pferdeserum, die Bedingungen waren an- 
aerobe (5 Proz. CO,—N,). Nach 3 Tagen wurde transplantiert, von 
fiinf geimpften Hiihnern zeigten innerhalb von 20 Tagen vier Tiere 
Sarkome. Dies beweist, daB auch das Rous-Sarkom ohne Sauerstoff 
leben kann. 

IX. Zusammenfassung, 

Die drei gepriiften Tumoren, das Flexrner-Joblingsche Ratten- 
earcinom, das Jensensche Rattensarkom und das Roussche Hiihner- 
sarkom, kénnen unter anaeroben Bedingungen leben. Die Frage, ob 
die Tumoren unter anaeroben Bedingungen auch wachsen') kénnen, ist 
durch meine Arbeit nicht entschieden. 


1) Mit der Frage, ob Zellen héherer Tiere und Tumorzellen ohne Sauer- 
stoff wachsen kénnen, hat sich Montrose T. Burrows beschiftigt (Amer. 
Journ, Physiol. 48, 13, 1917; Proc. Amer. Physiol. Society, 66. Annual 
Meeting, Dezember 1923), so viel ich sehen kann, ohne die Frage zu ent- 
scheiden. 
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Uber den Gehalt an einigen Stoffen beim Igel im Winterschlaf. 


Von 
Ernst Weinland. 
(Aus dem physiologischen Institut in Erlangen.) 


(Eingegangen am 10. Mdrz 1925.) 


Wir sind gewohnt, beim Siugetier und Menschen eine annihernd 
fortgesetzte, fast kann man sagen tagliche Erginzung des Stoffbestands 
des lebenden Kérpers anzunehmen. Sobald diese Stoffzufuhr laingere 
Zeit, d. h.z. B. schon mehr als einen Tag, beim Menschen ausbleibt, 
sprechen wir bei dem Betreffenden nicht mehr von Niichternheit, 
sondern von einem Hungerzustand, eine Bezeichnung, deren Be- 
rechtigung durch das auftretende Hungergefiihl sich beweist. Wahrend 
wir hier also den Fall haben, daB ein Mangel an bestimmten Stoffen 
sich anzeigt, kennen wir bei gewissen Saiugetieren, den Winterschlifern 
bzw. den heterothermen Tieren (von anderen Tierformen sehe ich hier 
ab) die Tatsache, daB die Nahrungszufuhr wochen-, ja monatelang voll- 
stindig aussetzt, ohne daB bei dem Tiere ein Hungergefiih! sich einstellt, 
ohne daB es demzufolge Nahrung sucht oder aufnimmt. Es mui dem- 
nach bei diesen Tieren ein véllig ausreichender Vorrat an Materialien 
zur Unterhaltung des Lebensprozesses aufgespeichert sein, mit EinschluB 
auch z. B. der sogenannten Vitamine. Ich habe es fiir dankbar ge- 
gehalten, zu dieser Frage, die bis jetzt noch wenig bearbeitet ist, einige 
Angaben festzustellen, um eine erste Orientierung iiber die hier in erster 
Linie in Betracht kommenden Stoffe zu erlangen. Deshalb habe ich 
bei einigen Igeln, die ich hier erhalten habe, in verschiedenen Zeit- 
punkten wahrend des Winterschlafs eine Bestimmung des Gehalts an 
Fett (Fettsiure), Glykogen, Stickstoff und Wasser im Koérper aus- 
gefiihrt. Es wurde dabei jeweils der gesamte Koérper des Tieres 
nach Herausnahme der Leber mehrmals durch die Fleischmaschine 
geschickt und méglichst gleichmaBig gemischt. Darauf wurden ab- 
gewogene Teile des Kérpergemisches fiir die verschiedenen Bestimmungen 
verwendet. Die Leber wurde fiir sich auf ihren Gehalt an Glykogen 
verarbeitet. Im folgenden teile ich die Ergebnisse dieser Bestimmung mit, 
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Ich berichte zunichst tiber die Art und Weise, wie die Tiere gehalten 
wurden. 

Die Tiere, welche im Sommer erhalten wurden, wurden in einem 
Zwinger im Freien gefiittert mit Milch, Brot, auch gelegentlich mit 
Fréschen, im Herbst erhielten sie 6fter Pferdefleisch. Zu Anfang 
November erhielten sie zusammen im Tag 2 Liter Milch, dazu 3 bis 
4 Pfund Brot, die aber in der zweiten Halfte des Monats nicht mehr 
ganz verzehrt wurden. In der Mitte des Monats war die Temperatur 
. oft recht niedrig (unter Null Grad), es wurde zunehmend weniger 
Nahrung genommen, daher erhielten die Tiere vom 15. November ab 
nur noch | Liter Milch im Tag, vom 22. November ab nur noch !, Liter 
tiglich. Die Tiere haben sich um diese Zeit in einer Kiste eine Art Nest 
aus Laub, Holzwolle und anderem gebaut, in dem sie sich halten. Man 
sieht in dem zweiten Drittel des Novembers gewéhnlich abends nur 
noch einen Igel. Am 1. Dezember gegen Abend wurden die beiden 
1 Zuginge zu dem Laublager der Tiere mit je einem Pfropf von Holz- 
wolle leicht verlegt, am 2. Dezember zeigt sich keine Veranderung an 
den Eingingen, die Tiere haben also das Nest nicht mehr verlassen; 
am 2. Dezember wird Tier Nr. 1 aus dem Nest entnommen, die anderen 
Tiere bleiben in ihrem selbstgefertigten Nest im Freien in ihrem Zwinger. 
In der ersten Dezemberhilfte ist noch abends mehrmals ein Igel 
auBerhalb der Kiste bzw. Laubes gesehen worden, in den ersten Tagen 
nach der Herausnahme des Igels Nr. 1 auch gelegentlich zwei Tiere; 
zuletzt wurde ein Tier um die Mitte des Dezembers abends im Zwinger 
. herumlaufend gesehen, seitdem wurde kein Tier mehr gesehen. Am 
8. Januar 1915 wurde Igel 2 entnommen, am 1. Februar 1915 Igel 3. 








4 Im Marz wurden Milch und Brot nicht beriihrt, der April war 
meist noch kalt; Milch und Brot wurden Anfang Mai noch nicht beriihrt, 
: am 14. Mai wurde das letzte Tier zum erstenmal wieder gehért, hin und 
; her gehend im Zwinger. Am 15. Mai wurde Igel 4 entnommen. ‘ 
: Ich berichte nunmehr iiber das Ergebnis der einzelnen Bestim- 
mungen. 
2. Dezember 1914. 111, Uhr. 

Igel Nr. 1. ot. 
| eee nw st ws ce tw Oe ee 
; Lebergewicht (ohne Galle). . . 23.9 g = 2,3Proz. des frischen Gewichts 
; TierkGrper ohne Leber. . . . . 1023,4¢ 
Temperatur des Tieres sinkt beim Einlegen des Thermometers in die 


: Kugel, die das Tier bildet, in 2 Minuten von 10° auf unter 8°, bald auf 
7°C (nach dem Toten). 
Der Magen des Tieres war leer, ebenso der Darm (Reaktion alkalisch, 
Lackmuspapier). 
Unter der Haut viel Fett abgelagert. Das gesamte Tier, mit Ausnalme 
; der Leber, wird dreimal durch die Fleischmaschine geschickt. 
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Trockensubstanz, 
a) 22,01 q Kérpergemisch, 
im Wageglaschen 7 Tage im Trockenschrank (von der Temperatur des 
siedenden Wassers) gehalten; im Trockenschrank tritt starker Fettdampf- 
geruch auf. O|] am Boden des Wageglischens schlieBlich nicht mehr 
sicht bar. 
Es ergaben sich 12,945 g Trockensubstanz 58,81 Proz. 

Das Produkt wird mit absolutem Alkohol und Ather ausgezogen, 
darauf nochmals in den Trockenschrank gebracht. Es werden erhalten: 
5,7284 g Trockensubstanz, in der Hauptsache fettfrei 
44,24 Prog. der Gesamt-Trockensubstanz 

26,02 Proz. der frischen Substanz, 
daneben 7,1866 g absoluten Alkohol-Atherextrakts 
55,50 Proz. der Gesamt-Trockensubstanz 
ss = 32.65 Proz. der frischen Substanz, 
zusammen 99,74 Proz. der Gesamt-Trockensubstanz 
zusammen 58,67 Proz. der frischen Substanz. 


b) 11,67 g Kérpergemisch, 
im Wagegliischen 7 Tage im Trockenschrank wie oben! 
Es ergaben sich 6,7624 g Trockensubstanz 57,95 Proz. 
Das Produkt wird mit absolutem Alkohol und Ather ausgezogen, 
darauf nochmals in den Trockenschrank gebracht. 


Es wurden gefunden: 
3,0935 g Trockensubstanz, in der Hauptsache fettfrei 
45,76 Proz. der Gesamt-Trockensubstanz 
= 26,51 .,, der frischen Substanz, 
daneben 3.6498 g absoluten Alkohol-Atherextrakts 
= 53,99 Proz. der gesamten Trockensubstanz 
31,27... der frischen Substanz, 
es werden wiedergefunden von der 
frischen Substanz ay ohed 5 
gesamten Trockensubstanz . . . . 99, 
Andere Berechnung: 
Mittelw. d. ges. Trockensubst. von Wert a) u. b) 58,38 Proz. d. fr. Subst. 
~ d. Atherextrakts des frischen Tiergewichts 34,02 ,, (s. unten!) 


somit berechneterWert an fettfreier Trockensubstanz 24,36 ,, 


Glykogen. 

Es wurden 503,5 g Brei des Tierkérpers ohne Leber in 500 cem 58 proz. 
heiBe KOH auf dem siedenden Wasserbad gebracht. Nach Kochdauer 
von 2 Stunden und 10 Minuten ist das Gewebe gelést '). 

Der Kolbeninhalt wird mit 1000 cem Wasser in ein groBes Becherglas 
gebracht; davon werden: 

a) 970cem mit 120cem Fett = 850cem Tierlésung im Becherglas 
mit 1500cem 96proz. Alkohols ausgefallt. 


!1) In dem Kolben steht eine Fettschicht von 17 mm Héhe iiber der 


Lésung, bei einem Umfang des Kolbens an dieser Stelle von 42 em ent- 
spricht das einer Fettmenge von ungefahr 238 cem. 
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b) Der Rest der Tierlésung (nach Abrechnung des Fettes nicht ganz 
850cem) wird im Becherglas mit 2 Volumina %6proz. Alkohols  gefallt. 

a) und b) nach Wiederlésung in heibem Wasser nach dem Erkalten 
mit Quecksilberjodid-Jodkalium in Tropiolin-saurer Liésung ausgefiallt: 
EiweiBreste entfernt. Filtrat wird gefallt mit 2 Volumina 96proz. Alkohol; 
der Niederschlag wird gewaschen mit Alkohol 96 proz., Alkohol 100 Proz.. 
Ather, Alkohol 100 Proz. und bei der Temperatur des siedenden Wassers 
6 Stunden getrocknet. 


Es fanden sich: 


Ge oe a on eee Se He we 0g, oe, eee 
Se aaa a ae ee ee wee : 
zusammen in 503,4g... . . . . . . 06603 g¢ Glykogen, somit 
im Kérper ohne Leber (in 1023,4g) . . . 13424 ¢ 
Lebergl ykogen. ‘ 


Leber (ohne Gallenblase), 23,9 g, nach 2 Stunden in 37 cem siedender 
58proz. Lauge gelést. Loésung mit Wasser in ein Becherglas gespiilt und 
mit 14% Volumina 96 proz. Alkohol versetzt ; der Niederschlag wird in Wasser 
gelést, mit Salzsiure und Quecksilberjodid-Jodkalium die Eiweibreste 
ausgefallt; die Lésung wird abfiltriert und mit 2 Volumina Alkohol gefillt. 


Nach dem Trocknen ergaben sich . . 0,3870g Glykogen 
im iibrigen Tier 1.3424 g o 
im ganzen Tier ......... . 1,729 g Glykogen 


Fett. 

26,40 g Kérpergemisch wurden verseift mit 58 proz. KOH, die Lésung 
wird in dem Scheidetrichter mit starker HC] angesiiuert ; nach dem Abkiihlen 
mit Ather (unter zweimaligem Nachwaschen) aufgenommen; die Lésung 
durch Asbestfilter filtriert, getrocknet. Es ergaben sich: 

8.9835 ¢ Atherextrakt in 26,40 g Kérpergewicht (ohne Leber) 


34,02 g ms » 100 g - L - a 
348,1 g - ,, 1023.4 g “ z= ~~ 
Stickstoff. 


a) 19,74g Kérpergemisch wurden mit H,SO, und einem Tropfen 
Quecksilber verbrannt, in MeBkolben zu 500,745 cem gebracht. 


99.53 ecm enthalten ...... . 1317mg N 
(Mittel von vier Bestimmungen) 
500,745 cem enthalten ....... 0.6627 ¢ N 


davon enthalten 
100 g Kérpergemisch (ohne Leber) . . 3,357 g N 
b) 19,34g K6rpergemisch wurden mit H,SO, und einem Tropfen 
Quecksilber verbrannt, aufgefiillt zu 499,958 cem. 
99.53 c¢em enthalten. . ... . . . 105,.2mg N 
499,96 ,, - = i sete iycilb an a a> 
demnach sind in 100g Kérpergemisch enthalten 2,732g N. 
Mittelwert fiir 100g Kérpergewicht (ohne Leber) 3,044 ¢ N, 
in 1023,4 g Kérpergewicht (ohne Leber) somit . . 31,1l6g N. 
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S. Januar 1915. 
Igel Nr. 2. o’. 

Im Kalten, bei offenem Fenster gearbeitet. Tiergewicht 1061,9 ¢, 
Temperatur im Tier 8°C. Leber 23,8g (ohne Gallenblase) = 2,2 Proz. 
des frischen Tieres. Darm und Magen leer, Reaktion in beiden gegen 
Lackmus alkalisch. Harnblase: etwa 2cem saurer Harn. Herz acht Schlage 
in 30 Sekunden. Milz groB, blaurot. Den gesamten Koérper ohne Leber 
dreimal durch die Fleischmaschine geschickt. Brei méglichst gut gemischt, 
hat schlieBlich eine Temperatur von 14°C. 

Trockensubstanz. 
a) In Wagegliischen 28,43 g¢ Tiergemisch (ohne Leber) 
liefern 14,469 g Trockensubstanz, 

= 50,89 Proz. der frischen Substanz, 

davon sind im Alkohol-Atherextrakt 7,475 g 
26,29 Proz. der frischen Substanz 
51,66 ,, der trockenen Substanz, 

es bleiben als annadhernd fettfreier Riickstand 6,983 ¢ 

Alkohol-Atherextrakt + Riickstand zusammen 14,458 g Trockensubstanz 

= 50,85 Proz. der frischen Substanz. 

Annihernd fettfreier Riickstand 

= 24.56 Proz. der frischen Substanz 
48,27 der trockenen Substanz. 


-~/ Pr 
b) In Wageglischen 24,34 g¢ Tiergemisch (ohne Leber) 
ergeben 12,245 g¢ Trockensubstanz 
= 50,31 Proz., 
davon sind im Alkohol-Atherextrakt 6,325 g 
= 26,00 Proz. der frischen Substanz 
= 51,66 ,, der Trockensubstanz, 
bleiben als annihernd fettfreier Riickstand 5,913 ¢ 
= 24,29 Proz. der frischen Substanz 
48,29 ., der Trockensubstanz 
‘ zusammen 12,238¢ Trockensubstanz 
= 50,28 Proz. 
Andere Berechnung: 
Mittelw. d. ges. Trockensubst. von Wert a)u. b) 50,60Proz. d. fr. Tiergemischs, 
iis d, Atherextrakts im fr. Tiergemisch 28.65 ,, (s. u. Fettbest.!), 
somit im frischen Tiergemisch (ohne Leber) 
fettfreie Trockensubstanz. . .. . . . . 21,95Proz. 
Glykogen. 

Leber dunkelbraun, rotgelb. Gewicht (ohne Galle) 23,8 g. In 30 cem 
siedender 60proz. KOH (Wasserbad) in 2 Stunden gelést, mit Wasser in 
Becherglas gespiilt, mit 2 Volumina 96proz. Alkohol gefallt; nochmals ge- 
list, Quecksilberjodid- Jodkaliumfallung in (Tropaolin 00) salzsaurer Lésung, 
0,198 ¢ Glykogen. 

Gesamtkérper ohne Leber, 


1038,1 g. 
Zur Glykogenbestimmung: 504.4 g (gut gemischt) in 500 ccm 
60proz. KOH siedend gelést, mit 2 Volumina 96proz. Alkohol gefallt, 
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abfiltriert. Niederschlag gelést, mit Hg J,JK-HC1 gefiallt, Filtrat + 2 Vo- 
lumina 96proz. Alkohol: Niederschlag. Gefunden 0,472 g Glykogen 

in 1038,lg . . .0,972g Glykogen 

0,198 ¢ ie (Leber) 
Gesamtglvkogen 1,170 g Glykogen 
Fett. 

42,44 Koérpergemisch (ohne Leber) hei®8 gelést in 60proz. KOH, 
in Scheidetrichter gebracht, mit 38proz. HCI (Spur Verlust ?) angeséuert ; 





es werden erhalten: 
12,157 g¢ gereinigter Atherextrakt in 42,44g Tiergemisch (ohne Leber) 
(gelb, fliissig) 
28.645 ¢ gereinigter Atherextrakt in 100 g Tiergemisch (ohne Leber) 
297,36 g ss, a 1038,1 ¢ - Ee oo“ be 


Sticksto}f. 
a) 30,98 g¢ Kérpergemisch (ohne Leber) verbrannt, in MeBkolben zu 
500,745 cem aufgefiillt: 
in 99,533cem ....... - 192,9mg N 
Pee ne eae ee th Oe ae 
(= 30,98 g Kérper) 
oo) fe 2,999 ¢ N 


— 


. 


b) 23,92 g K6érpergemisch (ohne Leber) verbrannt, in MeBkolben zu 
499,958 cem aufgefiillt: 

- CGeeeeemme «2s se er vve 
ee ee 
(= 23,92 g Koérpergemisch) 

100g Koérpergemisch . . . . 3,186 ¢ N 
in 100g Kérpergemisch (ohne Leber) Mittelwert . . . 3,093g¢ N 
in 1038,1 g Kérpergemisch (ohne Leber) Mittelwert 32.10 g N. 


1. Februar 1915. 
Ige! Nr. 3, 

423,6 g. Temperatur im geéffneten Tier herabgehend zu 2,0°C. Magen leer 
(gegen Lackmus kriiftig alkalisch). Darm leer, ebenfalls alkalisch. Hat 
lebende Fléhe (wie die friiheren Tiere). Herz schlagt sehr langsam, wenig 
Fett sichtbar. 

Es ist méglich, daB das Tier die noch bevorstehende lange Zeit ohne 
Nahrungszufuhr nicht iiberstanden hatte. Vergleiche hierzu die Zusammen- 
stellung der Befunde am Ende der Abhandlung! 





Trockenbestimmung. 
a) in 32,60g Koérpergemisch . . . . 14,448g Trockensubstanz 
100,00 g a iss + CO = 
Fett hier nicht gesondert bestimmt. 
b) 24,17 g Kérpergemisch liefern . . 10,700 g Trockensubstanz 
100,00 g - i . - 44,27 g ” 
Mittelw. fiir 100 g Kérpergemisch (ohne Leber) 44,29 ¢ Trockensubstanz, 
n.d. Fettbest.in 100g Kérpergemisch (ohne Leber) 15,57 g Atherextrakt, 


28.72 ¢ fettfir. Trockensubst. 


somit in 100g Kérpergemisch etwa 


: 
: 
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Glykogen. 
Leber 15,2 ¢ 3,6 Proz. des frischen Tieres 2 Stunden mit 60proz 
KOH auf dem siedenden Wasserbad; gelést mit Wasser in Bechergla- 
2 Volumina Alkehol; Niederschlag mit Wasser gelést, Fiallung mit 
HeJ, JK-HCl]. Filtrat — 2 Volumina Alkohol; Niederschlag 0,181 g Glykogen. 
Gesamtkérper ohne Leber. 
423.6 2 
15.2 ¢ Leber 
408.42 
196,94 ¢ Brei mit 60proz. KOH in siedendem Wasserbad bis gelést ; 
grobe Fettaugen auf der Lésung, doch keine Fettschicht wie bei Nr. | und 2; 
Wasser in Becherglas gebracht + 2 Volumina Alkohol; Niederschlag 


mit 
gelést mit Wasser, Fiallung mit HgJ,JK-HCl. — Filtrat + 2 Volumina 
Alkohol; Niederschlag 
Wee 66s ww ew et we ee oe 8 2 RS eee 
ee a ee ee ee ee er | Ul 


in Leber O,18l g 


Summe des Glykogens im ganzen Tier. . . 0,787 g Glykogen 
Fett. 
36,97 g Kérpergemisch (ohne Leber) gelést in 60proz. KOH (kochend); 
hierzu zugesetzt 38proz. HCl, bis zur sauren Reaktion; mit Ather auf- 
genommen (7 bis 8 Tropfen verloren) und gereinigt; 


bei 100° getrocknet .... . . . . 5,757g Atherextrakt 
in 100g Kérpergemisch . . . . . .15,57 Proz. = 
in 408,4 g Kérpergemisch (ohne Leber) 63,59 g - 
Grobe Fettaugen, aber keine Fettschicht tiber der Kérperbreimasse wie 


in Nr. 1 und 2. 
Sticksto/f. 

a) 21,85g Kérpergemisch (ohne Leber) verbrannt mit konzentrierter 
Schwefelsiure und einem Tropfen Quecksilber, Lésung zu 500,745 cem 
aufgefiillt ; . 

SE a ae 
500,745 ‘ sa a ie 


( 21,85 g¢ Koérpergemisch) 
in 100 g Kérpergemisch (ohne Leber) . . 4,236 ¢ N 
b) 28,00 g Kérpergemisch (ohne Leber) verbrannt mit konzentrierter 
Schwefelsiure und einem Tropfen Quecksilber, Lésung auf 500,745 eem 
gebracht: 
i TOU ct tte tw + sl Boe 
500,745 ,, ra eee ae ee ae ee 1184g¢N 
(= 28,00 g Kérpergemisch) 
in 100 g Kérpergemisch (ohne Leber) . . 4,.230¢ N 
in 100g Kérpergemisch (ohne Leber) Mittelwert ... . 4,233 ¢ N, 
in 408.4 ¢ Kérpergemisch (ohne Leber) . 17,29 ¢ N. 


15. Mai 1917. 


Igel Nr. 4, gt. 580,2 g. 
Das Tier wurde gestern zum erstenmal wieder gehért, hin und her 
gehend; hat in den Tierbehalter gestellte Milech und Brot vor 1 Woche nicht 
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angeriihrt, der ganze April fast war noch kalt, im Mirz wurde Mileh uni 
Brot auch nicht beriihrt. 

Temperatur in der Leibeshéhle 22,5°C. Herz bewegt, langsam, al! 
miihlich etwas schneller. Fett so gut wie nirgends zu sehen, auch nicht 
unter dem Fell. Gallenblase voll. Harnblase ziemlich voll. Magen leer 
gegen Lackmus alkalisch. Darm leer, gegen Lackmus alkalisch. Hoden 
sehr grok. 

Trockensubstanz. 
a) 20g Kérpergemisch liefern 7,784 g Trockensubstanz 
100 g - pan 38.918 g a 
Fett hierbei nicht gesondert bestimmt. 


b) 16,2g Kérpergemisch liefern 6,556 g Trockensubstanz 
100 ¢g se » 40,273 ¢ 


Mittelwert fiir 100g Kérpergemisch. . . . . 39,60 Proz. Trockensubstanz 
davon ab an Atherextrakt in 100g Kérpergemisch 4,48 ,, 
somit bleibt an fettfreier Trockensubstanz in 

dem Kérpergemisch (ohne Leber). . . 35,12) ,, 


Glykoge n. 

Leber 14.3 g, ziemlich dunkel, rot braun 2.5 Proz. des frischen Tieres, 
2 Stunden mit 25ecem KOH auf siedendes Wasserbad gebracht, bis zur 
Lésung; mit 40 ccm Wasser in Becherglas gespiilt, mit 2 Volumina Alkoho! 
gefallt, Niederschlag gelést, ausgefallt mit HgJ,JK-HCl.  Filtrat wieder 
gefallt mit 2 Volumina Alkohol; in getrocknetes, gewogenes Filter gesamme!lt, 
getrocknet 0,064 g Glykogen. 

Gesamtkérper ohne Leber. 

580,2 — 14,3 565,9¢. 254,1¢ Brei + 260g 60proz. KOH siedend 
auf Wasserbad bis gelést, gefallt mit 2 Volumina Alkohol, in Wasser geldést. 
mit Hg J,JK-HC! gefallt, Filtrat wieder gefallt mit 2 Volumina Alkohol; 
es wurden gefunden 0,188 g Glvkogen; 

in 565.9g Koérpergemisch. . . . . 0,449 g¢ Glykogen 

ia EO cc tcc te 2 Se 





im ganzen ....... . +. + +. 0,483g Glyvkogen im Koérper des 
Tieres. 
Feit. 
52,19 g Kérperbrei (ohne Leber) gelést in 30 cem 60proz. KOH (hei), 
in Scheidetrichter mit 70 cem 38proz. HC1; 
es wurden erhalten 2,339 g Fettsaiuren; 
somit in 100g Kérperbrei 4,482 g, 
in 565,9g Korperbrei 25,36 g Fettsiiuern (ohne Leber). 


Sticksto}f. 

a) 16,08 g Kérpergemisch (ohne Leber) verbrannt, Lésung aufgefiillt 
zu 499,334 cem, enthalten 769,7 mg N, 100g K6érpergemisch (ohne Leber) 
enthalten 4,825g¢ N. 

b) 18,49 g Kérpergemisch (ohne Leber) verbrannt, Lésung aufgefiillt 
zu 499,96 cem, enthalten 0,8857 bzw. 0,9099g¢ N, Mittel 897,83 mg N; 
100g Kérpergemisch enthalten 4,790 bzw. 4,921 g N, Mittel 4,855 ¢ N. 

100g Kérpergemisch (ohne Leber) enthalten im Mittel 4,840 g¢ N 


565.9 g Kérpergemisch (ohne Leber) enthalten 27,38 g¢ N. 





74 E. Weinland: 


Gehalt an einigen Stoffen beim Igel im Winterschlaf 


Zum Schlusse stelle ich die wesentlichen Ergebnisse nochmals in 


Tabelle zusammen: 





einer 

lier . Nr. 1 Nr. 2 Nr. 3 Nr. 4 

Getétet am 2. XI 8.1 LW 15.V. 

Gewicht . 1047.3 g 1061,9 g 423.0 g 580.2 g 


Gesamttrockensubstanz 
(ohne Leber) me 

Atherextraktfreie Trocken- 
substanz im megan t (ohne 
Leber) total . 


Glykogen in der Leber 

Glykogen im ubrigen Korper 

Glykogen im ubrigen Korper 
ee sche ee ee eee 


Atherextrakt i. Korper (ohne 
Leber). . 

Atherextrakt i. Korper (obne 
Leber) total . 


Stickstoffgehalt im Korper 
(ohne Leber) 

Stickstoffgehalt im Korper 
(ohne Leber) total. .°. 


Lebergewicht 


58.38 Proz. 


24.36 Proz. 


O387 g 
1.342 g 
729 £ 


34,02 


348.1 ¢ 


3,044 Proz. 


3L.16¢ 


23,9 g 
2.3 Pri 'Z. 


Proz. 


50,60 Proz. 


21.95 Proz. 


0,198 g 
0.972 g 


1170 ¢ 


28 65 Proz. 


297 42 


3.093 Proz. 


32,10 ¢ 


23.8 g 
2.2 Proz. 


42.29 Proz. 


28,72 Pri Z. 


O18l g 
0.606 g 


0.787 g 


15.57 l rK Z. 


63,59 g 
4,233 g 
17,29 ¢ 


15.2¢ 
3.6 Proz. 


39,60 Proz. 


35,12 Proz. 


0.064 g@ 
O4A19 g 


0.483 g 


4.48 Proz. 


25,36 2 


4.840 Proz. 


27,38 g 


l43¢ 
2.5 Proz. 
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Versuche iiber die Nachweisbarkeit 
immunisatorisch bedingter Fermentprozesse. III. 


Von 
Ernst Kupelwieser und Ernst Navratil. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Wien.) 
(Eingegangen am 2. April 1925.) 

In der zweiten Mitteilung dieser Publikationsreihe!) wurde iiber 
Versuche berichtet, welche die Frage der Nachweisbarkeit einer spezi- 
fischen, fermentativen Auflésung fester Substrate durch das Serum 
antianaphylaktischer*) Meerschweinchen behandeln. Jene Versuche 
hatten ein eindeutig negatives Ergebnis und fiihrten zu dem Schlub, 
man miisse die Untersuchungen in der Richtung der von H. Sachs in 
dieser Frage vertretenen Anschauung fortsetzen®). Sie besagt, dab 
es sich bei den proteolytischen Prozessen, die unter Umstianden in 
Gemischen von Immunserum und dem zugehérigen Antigen auftreten 
sollen, um eine unspezifische Serumautolyse handle, die in spezifischer 
Weise nur ausgelést wird durch die in solchen Immungemischen ab- 
laufende spezifische Eiweib-AntieiweiBreaktion. Diese ist daran gekniipft, 
da man das Antigen in fliissiger, méglichst unverinderter Form in das 
Reaktionssystem einfiihrt, und ihr Zustandekommen kann bei der Ver- 
wendung des Antigens in Form eines festen ,,.Substrats*’ nicht erwartet 
werden. Es ist daher das Gegebene, weitere Versuche mit einer Methode 
anzustellen, die an Stelle des bei der bisher angewandten Refraktometer- 


') EB. Kupelwieser und H. Wastl, diese Zeitschr. 146, 505, 1924. 

2) Als Immunserum wurde deshalb das Serum antianaphylaktischer 
Meerschweinchen genommen, weil nach H. Pfeiffer und S. Mita (s. Zeitschr. 
f. Immunitatsforschung 6, 18, 1910) die Verwendung solchen Serums eine 
serologisch besonders giinstige Bedingung fiir das Zustandekommen der 
sogenannten Abderhalden-Reaktion darstellt. 

3) Zusammenfassende Darstellung H. Sachs, Kolloidzeitschr. 24, 113, 
1919. 
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methode') unvermeidlichen makroheterogenen Reaktionssystems ein 
mikroheterogenes setzt. Ehe jedoch tiber diese Versuche berichtet 
wird, sollen die Refraktometerversuche eine Erginzung erfahren, die 
aus folgenden Griinden angezeigt erschien. 

1. H. Pieiffer und 8S. Mita*) hatten bei ihren Versuchen, und zwar 
gerade bei denen, die sie fiir das Vorkommen der fraglichen Ferment- 
prozesse als beweisend mitteilen, Pferdeserum zur Sensibilisierung ver- 
wendet, wahrend wir aus aubBeren Griinden Rinderserum genommen 
hatten. AuBerdem berichtet #. Zunz*) in einer Reihe von Arbeiten. 
welche die positiven Befunde P/feiffers im allgemeinen  bestatigen, 
daB er bei Verwendung von Meerschweinchen als Versuchstiere und 
Rinderserum als Antigen zu keinem bestitigenden Ergebnis kam. 
Es schien uns daher zur Stiitze unserer oben erwahnten Schlub- 
folgerung notwendig, unsere Versuche mit jenem Antigen zu wieder- 
holen, mit dem Pfeiffer und Mita die starksten positiven Ausschlige 
erzielt hatten und dessen Brauchbarkeit nicht von anderer Seite an- 
gezweifelt wird. 

2. Rinderserum hat dem Meerschweinchen gegeniiber bei paren- 
teraler Einverleibung bekanntlch eine starke Eigengiftigkeit, so dab 
man es vor der Injektion ,,inaktivieren** muB. Dies taten wir auch, 
indem wir es vor Gebrauch 30 Minuten lang bei einer Temperatur von 
+ 56°C hielten. Pferdeserum hat dem Meerschweinchen gegeniiber 
diese Eigenschaft nicht und kann ohne weiteres auch in gréBeren Mengen 
injiziert werden. Es ist nun sehr naheliegend, daB die serologischen 
Bedingungen fiir das Zustandekommen der gesuchten Fermentreaktion 
bei Verwendung eines genuinen Antigens giinstigere sind, so dai uns 
auch aus diesem Grunde die Wiederholung unserer Versuche mit Pferde- 
serum als Antigen wiinschenswert war. 

3. F. Pregl hatte uns darauf hingewiesen, daB der gréBere oder 
geringere Lipoidgehalt des Substrats eventuell verantwortlich gemacht 
werden kénne fiir die Nichtreproduzierbarkeit seiner mit der Refrakto- 
metermethode erzielten positiven Resultate*). Das Rinderserumtrocken- 
protein (R.S.), das wir bei den Versuchen der zweiten Mitteilung ver- 
wendet hatten, war sehr lipoidarm. Zu den folgenden Versuchen stellten 
wir aus Pferdeserum zwei Trockenproteine her, deren eines relativ 
lipoidarm, deren anderes relativ lipoidreich war, um durch Parallel- 
versuche den allfalligen Einflu®B dieses Umstandes auf den Ausfall der 


Versuche zu erfahren: 


') E. Kupelwieser, diese Zeitschr. 131, 413, 1922. 

2) H. Pieiffer und S. Mita, Zeitschr. f. Immunititsforschung 6, 18, 1910. 
3) EB. Zunz, ebendaselbst 17, 241, 265 und 279, 1913. 

4) F. Pregl und M.de Crinis, Fermentforschung 2, 58, 1917. 
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‘in oe fii} , = : = On ae , 
ie aus den angefiihrten Griinden unternommene Versuchsreihe 
Let , e ; ‘ 
sei nun kurz beschrieben. 
lie 
Herstellung der Substrate. 
o l. Ein Normal pferdeserum wurde am 6. Februar 1924 steri!l gewonnen 
und bis zum niichsten Tage im Auffangzvlinder kiihl und vor Licht gesehiitzt 
it aufbewahrt. Dann wurde das Serum abpipettiert, von den dabei auf- 
T- geschwemmten Blutkérperchen durch Zentrifugieren befreit. Genau nach 
en der von L. Léhner') gegebenen Vorschrift wurde dann ein Trockenprotein 
n. hergestellt, welche Herstellung 4 Tage beanspruchte. 
Dieses infolge der griindlichen Extraktion mit Alkohol und Ather 
" relativ lipoidarme Praparat war ein weibes Pulver, das sich mit Wasser 
ud gut benetzte. Wir bezeichnen es im folgenden mit ,,P. S8..° 
n. 2. Am 18. Februar 1924 wurde ein Normalpferdeblut steril gewonnen 
3. und zur Serumgewinnung analog wie oben behandelt. Dann wurde aus 
». dem Serum ein Trockenprotein wie folgt hergestellt: 

200 cem des Serums, mit 800 cem angesiiuerten (Essigsiure) 
se Wassers verdiinnt, am Wasserbad bei + 95°C mit Essigsaéure gefillt, 
h- unter Zusatz von kaltem Wasser abgekiihlt und filtriert. 

1) L. Léhner, Zeitschr. f. Fermentforschung 5, 41, 1921. Die dort (S. 44) 

oil gegebene Vorschrift lautet: 
b Zur Herstellung der Serumtrockenproteine schlug ich, freundlichen 
a, Ratschlagen Prof. F. Pregls folgend, einen Weg ein, der sich dem Preg/schen 
n Verfahren (F. Pregl, Zeitschr. f. Fermentforschung 1, 10, 1916) zur Dar- 
- stellung von Organtrockenproteinen fiir die Abderhalden-Reaktion anlehnt. 
Die abgemessene Serummenge (200 cem) wird mit vier Teilen destil- 
n lierten Wassers (800 cem) auf das fiinffache Volumen gebracht, mit 1 cem 
n 2proz. Essigsiiture angesiiuert, in Hartglaskolben abgefiillt und durch eine 
n Viertelstunde im kochenden Wasserbad erhitzt.  Daselbst wird dann bis 
s zum scharfen Fallungspunkt tropfenweise 2proz. Essigsiiure zugefiigt, 
der Niederschlag absitzen gelassen und dann filtriert (wasserklares Filtrat !). 
f Der Filterriickstand wird mehrere Male mit kochendem, angesiiuertem 
Wasser nachgewaschen und dann zur Lipoidentziehung in weithalsigen 
r Pulverglaisern mit dem gleichen Volumen 96 proz. Alkohols versetzt. Nach 
t mehrmaligem Abkolieren, Zerkleinern des Niederschlages in der Reibschale 


und Erneuern des Alkohols withrend 24 Stunden wird am zweiten Tage 
- ler Niederschlag zuers it eine 14. Ather- Alkohol- , ine 
der Niederschiag zuerst mit emmem /3-Ather-Alkohol-, spater mit einem 
- \,-Ather- Alkoholgemisch, am dritten Tage mit reinem Ather versetzt, bis 
entnommene Atherproben keinerlei Riickstand mehr ergeben. Am vierten 
Tage wird der abgenutschte, auf Filtrierpapier abgeklatschte Niederschlag 


1 ; tage ‘ , . 
; zwischen Filtrierpapier abgepreBt, in der Reibschale nach Anfeuchten 
mit Alkohol, spiter Wasser gut zerdriickt und dann zum Zwecke des Nin- 


‘ hydrinfreikochens, geteilt in zwei 500-cem-Kolben, abgefiillt. Nach drei- 
r maligem halbstiindigen Auskochen mit Wasserwechsel und mehrstiindigem 
Stehenlassen in der Zwischenzeit erweisen sich filtrierte Proben des letzten 
Waschwassers vollkommen riickstandsfrei und geniigen den Anforderungen 
der verschirften Abderhaldenschen Ninhydrinreaktion. Der so vorbehandelte 
Niederschlag wird der Reihe nach in Alkohol, Alkohol-Ather und Ather 
entwassert, luftgetrocknet, eventuell noch zerkleinert und nach Sterilisation 
im Dampftopf, im Schwefelsiureexsikkator oder noch besser in zuge- 
schmolzenen Réhrehen aufbewahrt.* 
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Der nasse Filterriickstand zentrifugiert, dann in Porzellanschalen 
mit viel Wasser gewaschen; neuerdings filtriert und der noch nasse 
Riickstand zentrifugiert. 

In Alkohol aufgeschwemmt und zentrifugiert; so zweimal. 

Dann noch einmal in Alkohol aufgeschwemmt und etwa 10 Minuten 
geschiittelt. Hierauf den Alkohol abgenutscht; so noch einmal. 

Dann auf der Nutsche mit Alkohol, Alkohol-Ather und Ather nach- 
gewaschen und in Ather aufgeschwemmt. 

10 Minuten in diesem Ather geschiittelt, dann wieder auf der 
Nutsche mit Ather, Alkohol-Ather, Alkohol und schlieBlich mit 
destilliertem Wasser behandelt. 

In etwa 1 Liter destillierten Wassers aufgeschwemmt und bei 
dreimaligem Wasserwechsel dreimal kurz aufgekocht. 

Zum Schlusse mit Alkohol, Alkohol-Ather und Ather auf der 
Nutsehe getrocknet und etwaige gréBere Brocken in der Reibschale 
zerrieben. 

Die Herstellung dieses Pritparats war innerhalb eines Tages beendet. 
Dieses gegeniiber dem nach der Léhnerschen Vorschrift hergestellten ') 
relativ lipoidreiche Trockenprotein war ein weiBes Pulver, welches sich aber 
etwas weniger gut mit Wasser benetzte. Wir bezeichnen es mit ,,P. S.,°° 


Priifung der Substrate. 
A. Priifung der spontanen Léslichkeit der Substrate), 


l. Priifung des Kochwassers. 





In kleine, unter besonderen VorsichtsmaBregeln gereinigte und ge- 
trocknete Eprouvetten wurden je 0,04g Substrat eingewogen. Dann 
wurden je 2cem destillierten Wassers zugesetzt, und die so beschickten 
Réhrehen blieben nun | Stunde lang bei Zimmertemperatur stehen. Dann 
wurde ihr Inhalt 1 Minute lang gekocht, worauf sie noch 30 Minuten stehen 
gelassen wurden. Hierauf wurde filtriert und in je einem Tropfen der 
Brechungsindex der Filtrate bestimmt. (Durch einen Vorversuch war 


‘ sichergestellt worden, daB die verwendeten Filter keine merklichen Mengen 
: léslicher Bestandteile abgaben.) : 
Die Ergebnisse der Priifung sind in der Tabelle I unter 4, eingetragen: 
4, np des Kochwassers — np des destillierten Wassers, der vor und . 


nach dem Versuch bestimmt wurde. 


2. Priifung der Léslichkeit in physiologischer Kochsalzlésung 
bei Zimmertemperatur. 

In die MikroreaktionsgefaBe *) wurden je 0,01 g Substrat eingewogen, 
dann je 0,5 cem 0,86 proz., NaCi-Lésung zugesetzt. Die Glischen wurden 
mit Glasstopfen und Paraffin verschlossen und 24 Stunden bei Zimmer- 
temperatur (etwa + 19°C) stehen gelassen, dabei zeitweise gemischt. 


') Vgl. die in Anm.1 vor. Seite beschriebene griindlichere Lipoid- 
extraktion Léhners 

2) Methodik siehe S. 76, Anm. 1 a. a. O., S. 434 ff. 

3) Siehe ebendaselbst, S. 433, Abb. 1. 
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Ergebnis unter 4, eingetragen: 4, = np der Versuchsfliissigkeit 
np der NaCl-Lésung. 


3. Priifung der Léslichkeit in einer schwach alkalischen 
NaCl-Lésung bei Zimmertemperatur (Bedingungen der 
Abbaupriifung). 

100 cem der 0,86proz. NaCl-Lésung enthielten 0,1 cem einer n Soda- 
lésung. Die Lésung war also in bezug auf ihren Gehalt an Na,C O, n/ 1000, 


Ergebnis unter 4, eingetragen (analog wie bei 2.). 





Tabelle 1. 
Gepruttes 4 4 4 
Praparat \ 2 3 
Ps { 0.000 00 0,000 00 — 0,000 01 
dase. ‘ | + 0,000 01 0.000 00 + 0.000 02 
PSs { 0,000 00 -+- 0,000 02 + 0,000 01 
=_— a 0,000 00 +. 0.000 02 - 0.000 01 


Wie man sieht, liegen siimtliche Werte innerhalb der Fehlergrenzen 
einer np-Bestimmung!'): Eine spontane Léslichkeit der Substrate unter 
den oben beschriebenen Versuchsbedingungen war also nicht zu konstatieren. 


B. Priifung der Abbaufdhigkeit der Substrate. 


Je 0,01 g Substrat wurden in die Mikroreaktionsgefiibe eingewogen, 
Nach Zusatz von siedender physiologischer NaCl-Lésung kamen die so 
beschickten Réhrchen fiir 30 Minuten auf das siedende Wasserbad und 
blieben dann noch mindestens ebenso lange bei Zimmertemperatur stehen. 
Von dem wiihrend dieser Zeit gequollenem Substrat wurde die NaCl-Lésung 


abgesaugt. Hierauf wurden je 0,5 ccm der Fermentlésung zugesetzt. Nach ‘ 
griindlichem Mischen und kurzem Zentrifugieren wurde dann in einer 
Probe von 0.5 cem der BrecKungsindex (p,) bestimmt. Wihrend 


24 Stunden blieben nun die Reaktionsgefale wohlverschlossen bei Zimmer- 
temperatur liegen. Dann wurde neuerlich gemischt, zentrifugiert und in 
einer zweiten Probe wieder der Brechungsindex (np,.) bestimmt, 

Zimmertemperatur + 15,5 bis + 19,5°C. 

Versuchsausfiihrung nach Zeiteinteilung 1*). 

Als Ferment benutzten wir ein Trypsin (Merck) in drei Konzentrationen: 

a) 0,1 Proz. Trypsin in 0,86proz. NaCl-Lésung; 

b) 0,01 Proz. Trypsin in 0,86 proz. NaCl-Lésung; 

¢) 0,001 Proz. Trypsin in 0,86 proz. NaCl-Lésung. 


Alle drei Fermentlésungen mit ' y999 Normalgehait Na,C O,. 


') Fehlergrenze der np-Bestimmung: + 0,00002; siehe 8. 76, Anm. 1, 
a.a. O., S. 427ff. 

2) Alles Nahere iiber die Ausfiihrung von Abbauversuchen siehe eben- 
daselbst S. 461 ff. 
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Wir priiften mit diesen Fermentlésungen die Abbaufahigkeit der beiden 
neuen Substrate P. S.. und P. S.,, sowie zum Vergleich des Rinderserum- 
trockenprotein R.3S., das bei den Versuchen der zweiten Mitteilung ver- 
wendet worden war. 

Das Ergebnis der Priifung ist in Tabelle II zusammengestellt. 


Tabelle II. 





Trypsin. 
Substrat konzentration MD, NDs ND. ND, 
Proz. 

| 0.1 1,334 91 1,335 90 + 0,000 99 

R. 8S. 0.01 1,334 85 1,334 96 +. 0,000 11 
| 0.001 1.33479 1.334 84 + 0000 05 

| 0.1 1,334 90 1,336 09 +. 0.001 19 

P. S.z 0.01 1,334 86 ‘ 1,335 10 + 0,000 24 
| 0.001 1,334 79 1.334 86 +. 0,000 07 

| 01 1,334 91 1,336 24 +. 0,001 33 

P. S.n 001 1,334 86 1,335 16 + 0.000 30 
| 0.001 1.334 78 1.334 83 + 0.000 05 


Man bemerkt, daB die beiden neuen Substrate unter den gleichen 
Versuchsbedingungen abbaufahiger sind als das Priparat R. 8.; ferner sieht 
man, daB das lipoidirmere P.S., abbaufahiger ist als das lipoidreichere 
und bei seiner Herstellung stiarker insultierte Priparat P. 8.;. Auch bei 
nur 0,001 proz. Trypsinkonzentration ist noch ein Abbau zu bemerken, 
wenn da auch die Ausschlige knapp an der Fehlergrenze liegen und sich 
die Unterschiede in der Abbaufahigkeit der drei Substrate verwischen‘). 


Beschreibung der Versuche. 


Die Vorbehandlung der Versuchstiere (Meerschweinchen) geschah in der 
Art, wie sie in der zweiten Mitteilung*) S. 507 beschrieben ist, mit dem Unter- 
schied, daB hier das als Antigen verwendete Pferdeserum in nativem Zustande 
zu den Injektionen verwendet wurde. Ferner hielten wir in allen Fallen 
zwischen der letzten der drei Injektionen und der Reinjektion ein Intervall 
von 15 Tagen und zwischen der letzten Reinjektion und der Blutgewinnung 
ein Intervall von 6 Tagen ein. Zur Untersuchung nahmen wir nur Immun- 
sera von solchen Tieren, die nach der ersten Reinjektion einen durch den 
entsprechenden Temperatursturz konstatierten, deutlichen anaphylaktischen 
Schock iiberlebt hatten und durch ihr Verhalten nach der zweiten (eventuell 
dritten) Reinjektion zeigten, daB sie sich im antianaphylaktischen Zustande 


befanden, . 





!) Die friiher vorgenommenen Priifungen der Abbaufahigkeit einiger 
Substrate (darunter auch des R. 8S.) — s. 8. 453 und 470 ff. der 8. 76, 
Anm. 1, angefiihrten Vorarbeit — sind mit den hier mitgeteilten nicht 
direkt vergleichbar, da sie mit einem anderen, wahrscheinlich wirksameren 
Trypsinpraparat und unter anderen Versuchsbedingungen ausgefiihrt sind. 


2) Siehe S. 75, Anm. 1. 











ee 














Nachweisbarkeit immunisatorisch bedingter Fermentprozesse. LIT. 81 
n Die Tabelle III gibt einen Uberblick iiber die Vorbehandlung und das 
_ Verhalten der Versuchstiere. 
i. 
Tabelle II. 
$a $.G  Temperatur- $+ Temperature = ¢ 
= = x 328 Eee reaktion 2¢~ reaktion “ee 
3 ae = = $556 =? to od Lc , are cook = ‘ce 
immune | Feo) & | Se Mae o8e | 8S [Ses Se") 83 | be tes 
= tier Seo 217k gre. ete) fa Fok isey sa | 8 see 
S$ /<€8 5| 2 Ess Fe 85 |28-2-F BS | Bs ESS 
2s- St | tES as Ss | 53 SEs 
a |e £2 cm | Fs |Ea7 4° |RS | es ia st 
I o 397 404, & 20 37,9 345 2,0 37,2 | 369 
II o 477 467 =< 20 382 350 20 | 37,7 | 37,4 
cv 
Itt ge 439 460 2 25 384 354 25 384 | 384 
V*)\ ot 344 345 2 3,0 383 342 30 382 344 
VIL ot 344 386 “= 3,0 37,9 35,1 3,0 384 38,0 
ba or 2 = © € 9 € — 
Vill o 412 435 3& 1 30 383 320 30 384 379 P 
2 > »” 
IX oo 344 380 22 3.0 || 37,1 | 35,2) 3.0 | 381 | 37.7 
Sz 
xX ot 507 545 32 40 380 319 40 380 37,7 
n 
t XIL Q 397/400 E¢ 20 380 345 20 384 391 
e XIII 9 462 440 35 25 38,1 330 25 382 376 
° “ = 
XIV 9 405 360 % 25 383 318 25 382 37,7 
\, 5 |< / 
h XVI ot 400) 352 30 38,0 303 30 384 38,1 
). *) Da bei diesem Tier (V) die Temperaturreaktion nach der zweiten Reinjektion zeigte, daB 
es noch nicht den Zustand der Antianaphylaxie erreicht hatte, wurde 24 Stunden nach der zweiten 
Reinjektion eine dritte Reinjektion mit der gleichen Serummenge vorgenommen. Nunmehr ergab 
die Temperaturreaktion (Temperatur vor der dritten R.+«I. 388°C; extremste Temperatur nach 
’ der dritten R.«I. 38,4° C), dafS auch dieses Tier antianaphylaktisch war. Das Intervall von der 
{ dritten R.sI. bis zur Serumgewinnung betrug 5 Tage. 
r 
“ Gewinnung der Immunsera. Am sechsten Tage nach der zweiten 
: Reinjektion wurden die Tiere unter den Vorsichten der Asepsis aus der 
1 Arteria carotis entblutet; das Blut wurde in sterilen Zentrifugierglischen, 
die mit ebenfalls sterilen Deckeln aus reinem Nickel versehen waren, 
g : . Paar 
aufgefangen und nachdem es geronnen war, 10 Minuten lang zentrifugiert. 
Das abpipettierte Serum wurde dann in sterilen und wohlverschlossenen 
n ooo . . ; ; nu ; 
. Glaschen bis zum Versuchsbeginn bei der Temperatur des flieBenden 
1 Wasserleitungswassers (+8 bis + 10°C) aufbewahrt. 
2 Beziiglich der Ausfiihrung der Untersuchungen verweisen wir auf die 
zweite Mitteilung, S. 508. 
AuBer den Immunsera wurden zur Kontrolle eine Anzahl von Normal- 
meerschweinchensera unter den gleichen Versuchsbedingungen untersucht. 
r | 
. Die nun folgende tabellarische Zusammenstellung enthalt in 
t Tabelle IV die Angaben iiber die Versuche mit Normalserum und 
; | deren Ergebnisse, in Tabelle V die analogen Daten zu den Versuchen 


mit Immunserum. 
Biochemische Zeitschrift Band 160, 6 
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Ergebnis. 

Kine Durchsicht der letzten Spalten der Tabellen [V und V labt 
erkennen, daB, mit Ausnahme von drei Werten, samtliche Werte inner- 
halb der anlaBlich der Ausarbeitung der Methodik festgelegten Fehler- 
grenzen eines mit diesem Verfahren ausgefiihrten Fermentversuchs 
liegen'). Von den drei auffallend groben Werten ergab sich der eine 
(— 0,00020) bei einem Kontrollversuch (Nr. 29): Normalserum + P.S.,. 
der zweite (+ 0,00017) bei einem Kontrollversuch (J.S. 1): [mmun- 
serum allein, und der dritte (— 0.00011) bei einem Hauptversuch 
(Nr. 15): Immunserum + P. 8.,; also auch unter diesen Ausnahme- 
fallen kommt keiner vor, der auf eine fermentative Auflésung des 
Substrats im [mmunserum hinwiese. Es sind diese drei aus der Reihe 
fallenden Werte nichts anderes als abnormal groBe Versuchsfehler, 
wie sie selbst bei sorgfiltigster Ausfiihrung einer Methode gelegentlich 
vorkommen. Im ganzen macht sich weder zwischen den Versuchen 
mit Normalserum und denen mit Immunserum, noch zwischen den 
Versuchen mit dem einen und dem anderen Substrat ein Unterschied 
in den Ergebnissen bemerkbar. Kein einziges Resultat spricht fiir das 
Vorkommen einer fermentativen Auflésung der Substrate oder eines 
der beiden Substrate in einem der [mmunsera. 

Ebenso wie bei den Versuchen der ersten beiden Mitteilungen 
haben wir auch hier eine statistische Auswertung der ganzen Versuchs- 
reihe vorgenommen, um etwaige positive Ausschlige, selbst wenn sie 
nur von der GréBenordnung der Versuchsfehler gewesen waren, zu 
erfassen. 

Die Fehlerrechnung ergibt: 

M,=+ 9.10-°+4.10-° 
M, = — 14. 10-°+3.10-6 
M.=-— 9.10-°+3.10-° 


wobei wir wieder mit M,, M, und M, die Mittelwerte aus allen Ver- 
suchen a) mit Serum allein, b) mit Normalserum + Substrat und c) 
mit Immunserum + Substrat bezeichnen und bei jedem dieser Mittel- 
werte seinen wahrscheinlichen Fehler angeben. 

Man sieht, daB die Ausschlige der Versuche mit Substrat im 
Durchschnitt negative sind, sowie daS sie bei den Normal- und bei den 
Immunserumversuchen als gleich zu bezeichnen sind. Der Mittelwert 
der Ausschlige bei den Versuchen mit Serum allein liegt etwas héher | 


1) Der Fehlerbereich der Fermentversuche wurde mit +0,00005 
ermittelt; im allgemeinen kénnen np-Zunahmen von 0,00010 angefangen, 
als positive Versuchsergebnisse gelten. Siehe S. 76, Anm. 1, a. a. O., 8. 462ff. 


und 8, 472 
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Als Ergebnis ist also zu verzeichnen, daB eine fermentative Auf- 
lésung der koagulierten Substrate in den Immunsera auch nicht bis 
zu einer GréBenordnung der wahrscheinlichen Mittelwertsfehler statt- 
gefunden hat. [Im ungiinstigsten Falle hatten regelmaBige Ausschlige 
von durchschnittlich + 0,000011 (+ 11.10~°) sich bereits in einer 
entsprechenden, das Bereich der wahrscheinlichen Mittelwertsfehler 
iiberschreitenden Verschiebung von M, gegen M, bemerkbar machen 
miissen. } 





Zusammenfassung. 

In Erganzung der in der zweiten Mitteilung') dieser Publikations- 
reihe beschriebenen Versuche wurden Meerschweinchen mit aktivem 
Pferdeserum als Antigen vorbehandelt und ihre wahrend des anti- 
anaphylaktischen Zustandes gewonnenen Sera mittels der Refrakto- 
metermethode (Mikro-Abderhaldenreaktion) auf das Vorkommen 
spezifischer, gegen das Antigen der Vorbehandlung gerichteter proteo- 
lytischer Fermente untersucht. 

Das Ergebnis der ganzen Versuchsreihe (12 Immunsera, 48 Ver- 
suche mit zwei Substraten verschiedenen Lipoidgehalts, sowie den 
entsprechenden Kontrollversuchen) ist ein eindeutig negatives: In 
keinem einzigen Falle konnte bei unserer Versuchsanordnung eine 
spezifische fermentative Auflésung des Substrats festgestellt werden 
noch ergab die statistische Auswertung des ganzen Versuchsmaterials 
auch nur den geringsten Anhaltspunkt fiir das Vorkommen einer der- 
artigen Reaktion. 


') EB. Kupelwieser und H. Wastl, diese Zeitschr. 145, 505, 1924 
‘ 











Versuche iiber die Nachweisbarkeit 
immunisatorisch bedingter Fermentprozesse. IV. 


Von 


Ernst Kupelwieser und I. Wilheim. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitit Wien.) 
(Eingegangen am 2. April 1925.) 


In drei vorangegangenen Mitteilungen wurde iiber das vdllige 
Versagen der sogenannten Mikro-Abderhaldenreaktion!) berichtet. 
Sowohl bei den Versuchen mit menschlichem Schwangerenserum®), 
wie bei jenen mit Serum antianaphylaktischer Meerschweinchen, die 
mit Rinder-*) bzw. mit Pferdeserum‘) sensibilisiert worden waren, 
konnte in keinem einzigen Falle eine fermentative Auflésung des 
spezifischen Substrats gefunden werden. Dies, obwohl zu den ver- 
suchten serologischen Schwangerschaftsnachweisen drei verschiedene 
Placentapriaparate und bei den zuletzt angefiihrten Versuchen zwei 
Pferdeserumtrockenproteine von verschiedenem Lipoidgehalt als Sub- 
strate benutzt wurden, obwohl die groBe Abbaufahigkeit aller ver- 
wendeten Substrate durch Vorversuche einwandfrei festgestellt war 
und obwohl die Versuchsmethodik sich auf eine vorangegangene 
quantitative Ermittlung ihrer Fehlerquellen stiitzte®). Zudem hatte 
sich die Refraktometermethode — wenn man sie unter Einhaltung 
der durch die methodische Vorarbeit festgelegten Vorsichtsmabregeln 


1) F. Pregl und M. de Crinis, Fermentforschung 2, 58, 1917. 

2) E. Kupelwieser, diese Zeitschr. 145, 492, 1924 (erste Mitteilung dieser 
Publikationsreihe ). 

3) E. Kupelwieser und H. Wastl, ebendaselbst 145, 505, 1924 (zweite 
Mitteilung). 

*) BE. Kupelwieser und E. Navratil, ebendaselbst 160, 
Mitteilung). 

5) E. Kupelwieser, ebendaselbst 181, 413, 1922. 


‘ 


5, 1925 (dritte 
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handhabte — bei ihrer Anwendung zu anderen Zwecken') als hoch- 
empfindliches und zuverlassiges Verfahren zum Nachweis und zur 
quantitativen Verfolgung proteolytischer Vorginge erwiesen. 

Die in drei Versuchsreihen mit einer wohlgefestigten Methodik 
erhobenen ausnahmslos negativen Befunde schienen zu dem SchluB 
zu berechtigen, daB die nicht konstatierbare fermentative Auflésung 
der koagulierten Antigene durch das Immunserum auch nicht statt- 
findet. Indessen erschien bald nach dem Abschlu®B der Refraktometer- 
versuche eine Arbeit?) aus dem Laboratorium Pincussens (Berlin), die 
auf einen Umstand hinweist, der in unserem Versuch eine Rolle als 
Fehlerquelle gespielt haben konnte. In dieser Arbeit wird unter anderem 
untersucht, ob EiweiBabbauprodukte von den nach Pregl hergestellten 
EiweiBsubstraten absorbiert werden. Wiahrend kristalloide Eiweib- 
abbauprodukte nur sehr wenig absorbiert wurden, zeigte sich bei den 
ersten Abbaustufen eine erhebliche Adsorption; so werden Versuche 
mitgeteilt, bei denen 2 ccm einer 0,1 proz. wasserigen Lésung von Pepton 
(Witte) bei 24stiindigem Kontakt mit 0.2 g Placentatrockenprotein 
37 Proz. ihres mit der Mikro-Kjeldahlmethode (nach Pincussen) be- 
stimmten Stickstoffgehalts einbiiBbte. 

Es war nun daran zu denken, dab bei unseren Refraktometer- 
versuchen ein doch stattgehabter fermentativer Abbau der Substrate 
sich dem Nachweis deshalb entzogen haben kénnte, weil die entstehenden 
Abbauprodukte durch Adsorption seitens des noch nicht gelésten 
Substratanteils verhindert wurden in Lésung zu gehen und der 
Brechungsindex der Systemfliissigkeit aus diesem Grunde unverandert 
blieb. Da diese Méglichkeit entscheidend ist fiir die Deutung unserer 
negativen Befunde, mubte untersucht werden, ob und inwieweit diese 
Fehlerquelle bei unserer Versuchsanordnung von Einflu8 auf das 
Ergebnis sein kann. Die im folgenden mitgeteilten Versuche sind der 
Entscheidung dieser Frage gewidmet. 


Versuchsweg. 

Da uns eine Adsorption von Eiweibspalt produkten an die Substrate 
nur insoweit interessierte, als sie eine Abnahme des Brechungsindex 
der Systemfliissigkeit bewirken bzw. einer Zunahme entgegenwirken 
konnte, untersuchten wir, ob der Brechungsindex einer Peptonlésung 
abnimmt, wenn sie langere Zeit mit einem der festen Substrate in 
Beriihrung ist; und zwar wurden als Adsorbentia alle bei den friiher 


1) EB. Kupelwieser und O. Roésler, diese Zeitschr. 186, 38, 1923 (Anwen- 
dung zur Untersuchung des Magensafts auf seine eiweiBlésende Wirkung). 

2) J. H. Cascao de Anciaes, diese Zeitschr. 144, 179, 1924. Siehe auch 
dessen vorlaufige Mitteilung in der Klin. Wochenschr. 1924, 8S. 115. 
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mitgeteilten Versuchsreihen benutzten Substrate und als Adsorbendum 
Pepton (Witte) verwendet, weil dieses nach Cascao de Anciaes') am 
stirksten adsorbiert wird. Dabei mubte bedacht werden, daB unsere 
Substrate in Wasser quellen und dadurch einer wasserigen, kolloiden 
Eiweiblésung einen Teil des Lésungsmittels entziehen, indem sie es 
als Quellfliissigkeit binden, was im Sinne einer Brechungsindexerhéhung 
wirkt?); da ferner bei den Versuchen zum Fermentnachweis die Sub- 
strate in gequollenem Zustand in das Reaktionssystem eingefiihrt 
werden, war zu untersuchen, ob sich gequollenes Substrat hinsichtlich 
der in Frage stehenden Adsorptionserscheinungen etwa anders verhalt 
als ungequollenes. Wie sich weiter unten bei der Versuchsbeschreibung 
zeigen wird, mu®B man dazu von der rechnerischen Ermittlung des 
Brechungsindex von wisserigen NaCl- und Peptonlésungen Gebrauch 
machen, weshalb durch Vorversuche festzustellen war, ob die Misch- 
regel*) auf diese Lésungen angewendet werden darf. Ebenso mubte — 
ehe die Adsorptionsversuche angestellt wurden — nachgesehen werden, 
ob unter unseren besonderen quantitativen Bedingungen der EinfluB 
der Quellfliissigkeit zu beriicksichtigen ist, oder ob er vernachlassigt 
werden kann 


Vorversuche. 

, : aes ‘ Va<% + Va. te 

1. Uber die Giiltigkeit der Mischregel*): n = —' — —* 
eT ¥s 

a) fir Wasser-Kochsalzgemische. 


Versuch vom 29. Januar 1924: Es wurden mittels Biiretten, die in 
0,01 cem geteilt waren, Gemische von destilliertem Wasser und physiologi- 
scher Kochsalzlésung hergestellt, welche die beiden Bestandteile in 
jenen Mengen enthielten, wie sie in der zweiten und dritten Spalte der 
Tabelle I angegeben sind. Bei + 17,5 + 0,1°C wurde unter allen nétigen 
VorsichtsmaBregeln in einem Tropfen jedes Gemisches der Brechungsindex 
mit dem Ejintauchrefraktometer unter Anwendung des Hilfsprismas be- 
stimmt: np. 

Aus den ebenso ermittelten Brechungsindices des destillierten Wassers 
und der Kochsalzlésung wurde nach der obigen Mischregel der Sollwert 
fiir die Brechungsindices der Gemische berechnet: 7p. 

In der Tabelle I sind die bei den verschiedenen Gemischen experimentell 
gefundenen und die fiir sie aus der Mischregel berechneten Brechungs- 
indices nebeneinander gestellt: 


1) Siehe Anmerkung 2, 8. 89. 

2) Siehe S. 439ff. der unter Anmerkung 5, 8. 88, angefiihrten methodi- 
schen Vorarbeit. 

8) Uber die Mischregel und die Bedingungen, unter denen sie gilt, 
siehe ebendort S. 444ff.; speziell Anmerkung 1. 

*) Dabei bedeuten: m den Brechungsindex des Gemischs, n, und n, 
die Brechungsindices, V, und V, die Volumina seiner Bestandteile. 
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um Tabelle I. 
am 
Gemisch von 
ere Nr - np np 
len Na ClLé sung H,0O bestimmt berechnet 
es ‘) ”* = 

l 4.00 cem 0,00 cem 1,334 74 
ing 
ib- 2 3.60 . O40 | 1,334 60 1,334 59 
art 3 3.20 . 080, 1,334 43 1,334 43 
ch 4 240 , 160, 1,334 12 1,334 12 
3 5 2.00 20 333 98 333 97 
alt > 2: 7 OO. 1,333 98 1,333 97 
ng 6 160 | 240 . 1,333 83 1,333 82 
" 7 aso. 3.20. 1,333 53 1,333 51 
es a een ox 

8 040 | 3.60 . 1,333 37 1,333 35 
ich 
*h- a] O00 | 40 | 1.333 20 
on Man sieht, da8B die gefundenen Werte mit den nach der Mischregel be- 
uB rechneten innerhalb der Fehlergrenze einer refraktometrischen np - Be- 
‘ stimmung') iibereinstimmen; dasselbe hat sich bei der Wiederholung 
igt dieses Versuchs und bei der haufigen Anwendung der Mischregel ergeben: 

Die Mischregel darf also innerhalb des untersuchten Konzentra- 

tionsbereichs fiir die Berechnung der Brechungsindices von wasserigen 
NaCl-Lésungen angewendet werden. 
b) fiir Wasser-Peptongemische. 
Auch fiir Wasser-Peptongemische wurde die Giiltigkeit der Mischregel 
in in Vorversuchen sichergestellt und auBerdem wurde sie bei jedem Ad- 
gi- sorptionsversuch mit gequollenem Substrat, wo wir sie anwandten, nach- 
in gepriift. Hier geben wir einen Versuch wieder, der zur Kontrolle am Ende der 
ler ganzen Versuchsreihe angestellt worden war. 
jen Versuch vom 13. Dezember 1924. Eine am Vortage des Versuchs her- 
Ox gestellte wisserige 0,3proz. Pepton-(Witte)-Lésung wurde unmittelbar 
36- vor ihrer Verwendung filtriert. Unter allen nétigen VorsichtsmaBregeln 
wurde zunachst der Brechungsindex dieser Li5sung und der des als Lésungs- 

ars mittel verwendeten destillierten Wassers bestimmt. Dann wurde eine Reihe 

art von Verdiinnungen der 0,3proz. bzw. einer aus ihr bereiteten 0,1 proz. 
Peptonlésung mittels destillierten Wassers hergestellt und deren Brechungs- 

ell indices ebenfalls bestimmt. Aus dem Brechungsindex der Peptonlésung 

—— und dem des destillierten Wassers wurden nun mittels der Mischregel die 
Sollwerte fiir die Brechungsindices der Verdiinnungen berechnet. (Die 
Verdiinnungen sind mit Pipetten hergestellt, die in 0,1 cem geteilt waren; 
die Brechungsindices wurden bei + 17,5 + 0,1°C bestimmt.) 

lie In der Tabelle IL sind die Zusammensetzungen der Gemische, die 
gefundenen und die berechneten np-Werte eingetragen: 

It, 


1) Uber die Ausfiihrung der Brechungsindexbestimmung und deren 
Ne Fehlergrenze (+ 0,00002) siehe S. 420ff., bzw. S.427ff. der in Anmerkung 5 
auf 8S. 88 angefiihrten Arbeit. 
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Tabelle II. 





np np 


Nr. Gemische : 
bestimmt _ berechnet 


1 0,3 proz. Peptonlésung allein. . ....... = 1,33363 


2 2cem der 0,3 proz. Peptonlésung 
+ leem dest. Wasser. .........-.- | 133347 | 133349 


3 leem der 0,3 proz. Peptonlésung 
+ 2cem dest. Wasser = 0,1 proz.Peptonlésung 1,333 341,333 34 
4 3,2cem der 0,1 proz. Peptonlésung 


+ 0,8cem dest. Wasser. ......... | 133331 | 133331 
5 =2,0cem der 0,1 proz. Peptonlésung 
+ 2,0cem dest. Wasser .........- . | 133326 | 1,333 27 


6 0,8 cem der 0,11 proz. Peptonlésung 
+ 3,2ccm dest. Wasser. ........ - | 133324 | 1,333 23 


=I 


Destilliertes Wasser allein .......... 133320 


Man ersieht aus der Ubereinstimmung der gefundenen und der 
berechneten n,-Werte. dab die Mischregel zur Berechnung der Brechungs- 
indices von wisserigen Peptonlésungen (jedenfalls bis zu 0,3 Proz. 
Peptongehalt) verwendet werden kann. 


2. Uber die Verminderung der Systemfliissigkeit um den Betrag der 
Quellflissigkeit. 


Wie wir bei der Ermittlung dieser eventuellen Fehlerquelle vor- 
gingen, sei an einem Beispiel gezeigt: 


Versuch vom 2. bis 4. Februar 1924. In zylindrische ReaktionsgefiBe, 
die etwa 10 ccm faBten, und mit eingeschliffenen Glasstopfen zu verschlieBen 
waren '), wurden je etwa 0,1 g des Rinderserum-Trockenpraparats ,,R. 5.***) 
mit der analytischen Wage eingewogen (die bis auf die Zehntel-Milligramme 
genauen, also in den Milligrammen stimmenden Einwagen sind in der zweiten 
Spalte der Tabelle ITI angegeben). Dann wurden mit der in 0,01 cem 
eingeteilten Biirette je 3,05 cem destillierten Wassers vom Brechungs- 
index 1,33320 zugesetzt, die Réhrchen wohl verschlossen lingere Zeit 
(bei diesem Versuch etwa 48 Stunden) bei Zimmertemperatur (+ 18 bis 
+ 20°C) stehen gelassen. Wiahrend dieser Zeit wurde ihr Inhalt wiederholt 
durchgemischt. 


1) Die hier und auch zu den Adsorptionsversuchen verwendeten Reaktions- 
gefaBe waren ahnlich jenen, die S. 433 der methodischen Vorarbeit (siehe 
S. 88, Anmerkung 5 a. a. O.) beschrieben und abgebildet sind; nur waren 
sie in allen Abmessungen entsprechend gréBer. Vor Gebrauch wurden sie 
— wie ebendort beschrieben — auf Abgabe léslicher Glasbestandteile 
und guten Verschlu8 gepriift. 

2) R. 8. ist das bei den Versuchen der zweiten Mitteilung (siehe 
S. 88, Anmerkung 3) verwendete Substrat. 
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Nach Ablauf dieser Quellzeit') wurden nach kurzem Zentrifugieren 











jedem Réhrchen 0,05 cem Fliissigkeit entnommen und deren Brechungs- 
ot index bestimmt: np,. Man ersieht aus der dritten Spalte der Tabelle LI, 
daB diese Brechungsindices etwas héher sind als der des destillierten Wassers, 
d. h., daB wahrend der langen Quellzeit geringe Substratmengen in Lisung 
gegangen sind, was aber den Versuch nicht stért, da diese np-Zunahmen 
in die unten durchgefiihrte Rechnung mit eingehen. 
9 Nun wurde zu den in jedem Réhrehen zuriickgebliebenen 3,00 cem 
Fliissigkeit (Quellwasser) je 3,00 com einer Kochsalzlésung vom Brechungs 
4 index 1,33471 zugefiigt; nach kurzem Mischen und abermaligem Zentri- 
fugieren wurden nun die Brechungsindices dieser Gemische bestimmt: np, 
1 Aus den Brechungsindices (np,) der Wasser, in denen die Substrate 
gequollen waren und in denen sie sich spurenweise gelést hatten, und 
4 dem Brechungsindex der Kochsalzlésung konnte man nun unter An- 
wendung der durch voranstehende Versuche fiir derartige Gemische ge 
3 sicherten Mischregel berechnen, welchen Brechungsindex ein Gemisch der 
reg 
Kochsalzlésung mit einem gleichen Volumen von jedem dieser Wasser 
haben miiBte: 7p,. 

Die Gemische aber, deren Brechungsindex (np,) bestimmt worden 
er waren, bestanden, genau genommen, richt aus gleichen Teilen der Kochsalz 
s- ldsung und des betreffenden Wassers, sondern aus 3,00 cem Kochsalzlésung 
z. und (3,00 x) cem des Wassers, wobei x2 die vom Substrat beim Quellen 

aufgenommene und als Quellfliissigkeit gebundene Wassermenge bedeutet : 
Theoretisch miiBten also die gefundenen Brechungsindices (npg) dieser 
Gemische gréber sein als die unter Vernachlassigung von x berechneten np, 
Tabelle 111. 
Eingewogene 
. Nr. R. S.»Menge nD, ND ND» nD, 
ra 

l 0,100 1,333 24 1,333 99 1,333 97 1,333 99 
Ps 2 0,103 1,333 25 1.333 98 1.335 98 1,334 00 
n 3 0,102 1,333 26 1,333 99 1,333 98 1,334 00 
2) 4 0,100 1,333 25 1.333 97 1.333 98 1,334 00 
1e “— ; ; ; ar . 
i Die Ubereinstimmung der x, mit den xp, innerhalb der Fehler 
n grenzen der Brechungsindexbestimmung zeigt, daB die Verminderung 
:- der Systemfliissigkeit um den Betrag der vom Substrat aufgenommenen 
t Quellfliissigkeit bei dem hier zwischen Substrat und Systemfliissigkeit 
. herrschenden Mengenverhaltnis praktisch vernachlassigt werden kann. 

Dasselbe ergab sich fiir die tibrigen Substrate und die Mengen- 

verhaltnisse bei unseren Adsorptionsversuchen. 
Anhana zum obiqge 7 Versuch. 

B Die vom Substrat pro Gewichtseinheit aufgenommene Menge an 
1 Quellfliissigkeit ist in der methodischen Vorarbeit auf einem ganz anderen 
p Wege ermittelt worden ?). 
=) ; 

1) Die Quellzeit war sehr reichlich bemessen; die Substrate quellen 
: schon in viel kiirzerer Zeit vollstandig. Siehe die in Anmerkung 5 auf S, 88 

angefiihrte Arbeit, S. 438. 
2) Siehe ebendaselbst S. 446, Tabelle XIX. 
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Aus der Brechungsincexzunahime, welche eine bestimmte Menge Serum 
erfahrt, wenn in ihm eine bestimmte Menge Substrat quillt, konnte mit 
Hilfe der Annahmen, daB die Substrate in Wasser und in physiologischer 
Kochsalzlésung gleich stark quellen, und daB sie beim Quellen in Serum 
aus diesem eine Fliissigkeit vom Brechungsindex der physiologischen 
Kochsalzlésung aufnehmen, die Menge der Quellfliissigkeit berechnet 
werden. Es ergab sich dabei, daB 0,01 g des Substrats R. 8. im Durch- 
schnitt 0,014ccem Quellfliissigkeit aufnehmen. Man kann nun mittels 
der Mischregel die Sollwerte fiir die Brechungsindices der obigen Gemische 
unter Beriicksichtigung der vom Substrat aufgenommenen Quellfliissigkeit 
berechnen, wenn man fiir das 2 den Wert einsetzt, der sich aus der auf 
jenem anderen Wege vorgenommenen E:mittlung der Quellfliissigkeit 
und den hier verwendeten Substratmengen ergibt. 

Der Ansatz dieser Rechnung ist z. B. fiir Nr. 1 der Tabelle II] folgender: 

(3,00 — 0,14). 1,333 24 + 3,00. 1,333 71 

~~ (3,00 — 0,14) + 3,00 — 
und ergibt: p, = 1,33399, ein Wert, der in diesem Falle bis in die letzte 
Dezimale mit dem zugehérigen, experimentell gefundenen » p, ubereinstimmt. 

In analeger.Weise wurden unter Zugrundelegung des seinerzeit er- 
schlossenen Wertes fiir die Quellfliissigkeit die n p-Sollwerte fiir die anderen 
drei Gemische berechnet und als Dy" der Tabelle III hinzugefiigt.} Auch 
bei ihnen ist die Uhereinstimmung mit den gefundenen Werten eine sehr 
bemerkenswerte, ein Beweis, daB der fiir die Quellfliissigkeit auf ganz 
anderem Wege und auf Grund bestimmter Annahmen erschlossene Wert 
verlaBlich und die Menge der Quellfliissigkeit tatsachlich so gering ist 
daB sie hier vernachlassigt werden darf. 





Adsorptionsversuche mit ungequollenem Substrat. 


Beschreibung der Versuche. Von den auf ihr Adsorptionsvermégen 
zu untersuchenden Substraten wurden 0,1 cder 0,.2g in die 8S. 92 er- 
wahnten ReaktionsgefiBe eingewogen; dann wurden 1,5 bzw. 3,0 cem 
einer 0,lproz. wiasserigen Pepton-(Wuette)-Lésung zugesetzt. Die so_be- 
schickten ReaktionsgefaiBe blieben nun wohlverschicssen bei Zimmer- 
temperatur (in der Tabelle IV angegeben) wahrend langerer Zeit stehen 
(,,.Versuchsdauer’*); waihrend dieser Zeit wurde ihr Inhalt wiederholt 
durchgemischt. Am Ende der Versuchszeit wurde nach kurzem Zentri- 
fugieren jedem System eine Fliissigkeitsprobe entnommen und in ihr 
der Brechungsindex bestimmt. 

Die Peptonlésung war immer am Vortag des Versuchs hergestellt 
und vor dem Versuchsbeginn filtriert worden. Zu Beginn und am Ende 
des Versuchs wurde ihr Brechungsindex bestimmt, wahrend der Versuchszeit 
stand sie unter denselben Bedingungen wie die Systeme. 

} Solehe Versuche wurden mit allen jenen Trockenorganproteinen 
angestellt, die bei den Versuchen der vorangegangenen Mitteilungen als 
Substrate verwendet worden waren; also mit den drei Placentapraparaten: 
Plac. I, Plac. II und Plac. IIT (erste Mitteilung), ferner mit dem Rinder- 
serumpriparat: R. 8S. (zweite Mitteilung) und mit den beiden Pferdeserum- 
priparaten: P. S.. und P. S., (dritte Mitteilung). Da von den Placenta- 
praiparaten nur sehr geringe Mengen zur Verfiigung standen, konnten mit 
ihnen die Adsorptionsversuche nur mit geringeren absoluten Mengen bzw. 
in geringerer Zahl] angestellt werden. 
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m Gelegentlich kam es vor, daB sich der Brechungsindex der Pepton- 
uit lésung wahrend der Versuchszeit in einem die Fehlergrenze der np-Be- 
er stimmungen iiberschreitendem MaBe geindert hatte; wenn auch der 
im Brechungsindex des Systems dann meist den dieser Anderung  ent- 
en sprechenden Wert angenommen hatte, so war die Beurteilung der Versuche 
et dadurch doch erschwert. Diese Versuche wurden daher verworfen und es 
h- werden hier nur jene mitgeteilt, bei denen der Brechungsindex der Pepton- 
als lésung (wie aus der Tabelle IV ersichtlich ist) wahrend der Versuchszeit 
he innerhalb der Fehlergrenzen der np-Bestimmungen gleich geblieben war'). 
vit Die Zusammenstellung in Tabelle IV umfaBt diese Versuche. 
uf Versuchsergebnis. Man sieht, daB die Brechungsindices der System- 
“it fliissigkeiten bei Versuchsende, das sind also die Brechungsindices der 
Peptonlésung, in der die Substrate gequollen und mit der sie wahrend der 
Tr: Versuchsdauer in Kontakt gewesen sind, innerhalb der Fehlergrenzen der 


np-Bestimmungen dieselben sind wie die Brechungsindices der Pepton- 
lésungen, die mit den Substraten nicht in Beriihrung gekommen waren. 
Da die Verminderung der Systemfliissigkeit um die Menge der Quell- 


“ fliissigkeit keine merkliche np-Zunahme bewirkt (s. Vorversuch 2), so hatte 
: eine merkliche Adsorption von Pepton an die Substrate infolge der damit 
T- . : ‘ 
verbundenen Konzentrationsabnahme eine Abnahme des np der System- 
= fliissigkeit gegeniiber dem np der unverinderten Peptonlésung nach sich 
ch ziehen miissen. Auch die Méglichkeit eines durch die spontane Léslichkeit 
hr der Substrate bedingten gegenlaufigen Fehlers ist durch friihere (s. die 
- in Anmerkung 5, 8. 88, zitierte Vorarbeit und die dritte Mitteilung) und 
he neue (8s. 5. 93 und Tabelle V) Léslichkeitspriifungen ausgeschlossen. 
e Da aber die betreffenden Brechungsindices miteinander iibereinstimmen , 
so kann man sagen: 
Unsere ungequollenen Substrate adsorbieren wahrend des Quellens 
und nachher Pepton nicht, oder doch nur in einem so geringen 
“ Ausma, daB dies bei der in unseren Versuchen herrschenden Mengen- 
m verhaltnissen keinen merklichen EinfluB auf den Brechungsindex der 
e- Systemfliissigkeit hat. 
r- 
- Adsorptionsversuch mit gequollenem Substrat. 
i. Beschreibung der Versuche. Hier wurden von den Substraten 0,1 oder 
ar 0,2 g in die ReaktionsgefaBe eingewogen und 1,1 bzw. 2,1 cem destillierten 
Wassers zugesetzt. Wahrend einer in der Tabelle V (unter Quelldauer) 
It angegebenen Zeit blieben die Substrate zum Quellen im destillierten Wasser. 
le 
it 1) Die np-Bestimmungen sind in der gleichen Weise und unter denselben 
VorsichtsmaBregeln bei + 17,5 + 0,1°C ausgefiihrt, wie bei den Versuchen 
n der friiheren Mitteilungen (s. die in Anmerkung 5, 8. 88, angegebene Arbeit, 
Is S. 420ff.). Wir benutzten dazu das Puljrichsche Eintauchrefraktometer 
¥ Nr. 13807 (Zeiss) mit Hilfsprisma (kleiner Ausschliff), welches auch 
r- bei den friiher mitgeteilten Versuchen in Verwendung stand, sowie ein 
n- neues, etwas moderneres Instrument: Nr, 20702 (Zeiss), das auf gleichen 
A Wasserwert (np eines Leitfaihigkeitswassers = 1,33320 bei + 17,5 + 0,1°C) 
it justiert worden war und Bestimmungen innerhalb derselben Fehlergrenzen 
v. gestattete, wie sie in der oben angefiihrten Arbeit fiir ein anderes, Altere 
Instrument angegeben sind. 
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Dann wurden nach kurzem Zentrifugieren jedem Glaschen 0,1 ccm dieses 
,,Q .ellwassers** entnommen und dessen Brechungsindex bestimmt, um zu 
sehen, ob die Substrate etwa merkliche Mengen léslicher Bestandteile 
abgegeben hatten. (Man sieht an den inder Tabelle V angegebenen np-Werten 
der Quellwasser, daB dies nicht der Fall war.) Nun wurden zu dem nach der 
Probeentnahme zuriickgebliebenen 1,0 bzw. 2,0 cem Wasser 0,5 bzw. 1,0 ccm 
einer 0,3proz. Peptonlésung zugesetzt, dann wurden diese Systeme in den 
ReaktionsgefaBen wohlverschlossen bei Zimmertemperatur wahrend der 
,. Versuchsdauer™ stehengelassen und in dieser Zeit einigemal umgeschiittelt. 
4m Ende der Versuchsdauer wurde der Brechungsindex der Systeme 
bestimmt. Andererseits war der Brechungsindex der 0,3proz. Pepton- 
lésung vor Beginn und am Ende des Versuchs ermittelt worden, und man 
konnte nun mittels der Mischregel — deren Anwendbarkeit auf diese 
Gemische durch die Vorversuche 1b gesichert war — berechnen, welchen 
Brechungsindex ein Gemisch von zwei Teilen jedes Quellwassers und 
einem Teil der 0,3proz. Peptonlésung haben sollte. Nebenbei wurde durch 
Herstellung entsprechender Gemische der 0,3proz. Peptonlésung mil 
destilliertem Wasser bei jedem Versuch die Giiltigkeit der Mischregel 
nachgepriift. 
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In Tabelle V sind die Angaben zu diesen Versuchen zusammengestellt. 

Versuchsergebnis. Da der von den Substraten als Quellfliissigkeit 
gebundene Anteil der Systemfliissigkeit zu vernachlassigen ist (s. die Vor- 
versuche 2), muBte der am Ende des Versuchs gefundene Brechungsindex 
der Systemfliissigkeit dem berechneten Brechungsindex einer 0,1 proz. 
Peptonlésung gleich sein, wenn die Substrate das Pepton nicht merklich 
adsobiert hatten. Aus einem Vergleich der berechneten und gefundenen 
np- Werte, welche in der Tabelle hervorgehoben sind, ergibt sich nun, 
daB tatsichlich keine merkliche Adsorption stattgefunden hat. 


Dedede? et? 


Ped te 


Die Versuche zeigen also, daB auch die gequollenen Substrate das 
Pepton unter den hier eingehaltenen quantitativen Verhaltnissen nicht 
merklich adsorbieren. 


Ervebnis. 


Unsere Trockenproteine: Plac. I, Il und ILI, sowie R.S., P.S., 
und P.S., adsorbieren weder beim Quellen, noch in vorgequollenem 
= Zustand aus einer 0,1 proz. Peptonlésunc Peptonmengen, die unter 
x unseren Versuchsbedingungen eine merkliche Brechungsindexabnahme 
* der Systemfliissigkeit bewirken wiirden. 

Das Mengenverhiltnis zwischen Substrat und Systemfliissigkeit 
war bei den Adsorptionsversuchen 0,1 bzw. 0.2 g Substrat in 1,5 bzw. 
3,0 com Systemfliissigkeit, also umgerechnet auf eine zehnfach geringere 
Substratmenge: 0,01 g Substrat in 0,15 cem Systemfliissigkeit. Bei den 
friiher mitgeteilten Versuchen (siehe Mitteilung I, II und ITI) zur Frage 
der Nachweisbarkeit immunisatorisch bedingter Fermentprozesse be- 
standen die Reaktionssysteme aus 0,01 g Substrat und 0,45 oder 0,5 cem 
Systemfliissigkeit. Substrat und Systemfliissigkeit standen also dort 
in einem Mengenverhialtnis, bei dem ein Adsorptionsvorgang, der sich 


18 O2¢ P.S.n 


unter den seiner Nachweisbarkeit hier viel giinstigeren Bedingungen 
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der Beobachtung entzieht, einen merklichen EinfluB auf den Brechungs- 
index erst recht nicht haben konnte. Da nach den Angaben 
von I. H. Caseao de Anciaes (vgl. 8.89) die gréber dispersen ersten 
EiweiBabbauprodukte, wie Pepton, welches hier untersucht wurde, 
mehr adsorbiert werden als die tieferen Abbaustufen, so gilt fiir diese 
das oben Gesagte um so mehr. Es kommen daher Adsorptions- 
erscheinungen seitens der Substrate als Fehlerquelle fiir die in den 
ersten drei Mitteilungen beschriebenen Versuche nicht in Betracht. 


Zusammenfassung. 

Bei drei friiher mitgeteilten Versuchsreihen!) war es in keinem 
Falle gelungen, mittels der Refraktometermethode [Mikro-Abderhalden- 
reaktion*)] eine fermentative Auflésung der koagulierten, spezifischen 
Eiweibsubstrate durch menschliches Schwangerenserum bzw. durch das 
Serum sensibilisierter Meerschweinchen nachzuweisen. Durch eine 
Arbeit von /. H.Cascao de Anciaes*) iiber das Adsorptionsvermégen 
von derartigen EiweiBsubstraten gegeniiber den beim EiweiBabbau 
zuerst entstehenden Spaltprodukten wurden wir darauf aufmerksam 
gemacht, da dieses Versagen der Mikro-Abderhaldenreaktion etwa 
damit erklart werden kénne, daB die unter der Einwirkung der postu- 
lierten spezifischen Fermente doch entstehenden Abbauprodukte von 
dem noch nicht abgebauten Substratanteil adsorbiert und dadurch 
verhindert wiirden, in Lésung zu gehen. So wire es erklarlich gewesen, 
da ein méglicherweise stattgehabter Abbau sich der Beobachtung 
entzogen haben kénnte. 

Um festzustellen, ob bei den oben angefiihrten friiheren Refrakto- 
meterversuchen diese Fehlerquelle einen entscheidenden EinfluB auf 
das Ergebnis und damit aut die Deutung ihres negativen Ausfalls haben 
konnte, stellten wir unter Einhaltung entsprechender quantitativer 
Bedingungen mit den friiher verwendeten Substraten Adsorptions- 
versuche an. Sie ergaben zwingend, daB die in Erwagung gezogene 
Deutungsméglichkeit nicht in Betracht kommt. 

Die friiher erhobenen, ausnahmslos negativen Befunde berechtigen 
also — gestiitzt durch die hier mitgeteilte Untersuchung — zu dem 
SchluB, daB die mit einer durch Beriicksichtigung der quantitativ 
ermittelten*) Fehlerquellen wohlgefestigten Refraktometermethodik 
niemals festgestellte spezifische Auflésung der EiweiBsubstrate auch 
tatsichlich nicht stattgefunden hat. 


a 


_ 88, Anmerkung 2 bis 4. 


. 88, Anmerkung 


') Siehe 
2) Siehe 


"ro — tf 
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3) Siehe S. 89, Anmerkung 
*) Siehe 8. 


88, Anmerkung 5. 
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Anhang. 
E. Kupelwieser: Bemerkung zur Arbeit von M. Serejsk/'). 

Der genannte Autor bestiatigt meine (1. Mitteilung) beziiglich 
der Schwangerschaftsreaktion erhobenen negativen Befunde, macht 
es mir aber zum Vorwurf, da ich aus ihnen nicht schloBb. es gabe 
keine spezifischen Abwehrfermente. Ich hatte dort auf Fehler- 
moéglichkeiten hingewiesen, die nach dem damaligen Stand meiner 
Versuche nicht auszuschlieben waren, und sagte am Schlu jener ersten 
Mitteilung: ,,Dieses (negative) Ergebnis meiner Versuche steht in 
Widerspruch mit den giinstigen Erfahrungen, die Pregl und de Crinis 
beim serologischen Schwangerschaftsnachweis mit der Methode ge- 
macht haben. Als” Erklarung hierfiir scheinen mir = zuniichst 
folgende zwei Méglichkeiten in Betracht zu kommen: Entweder die 
Reproduzierbarkeit der Mikro-Abderhaldenreaktion hangt von noch 
nicht aufgeklirten Umstanden ab oder aber, es kommen spezifisch 
gegen Placenta eingestellte Serumfermente, wie sie die Lehre Abder- 
haldens fordert. in spiteren Stadien der Schwangerschaft (aus auBeren 
Griinden hatte ich nur Sera von Schwangeren in den letzten drei 
Lunarmonaten untersucht) nicht regelmaBig vor." 

Serejski halt meinen Hinweis auf diese noch zu beriicksichtigenden 
Moglichkeiten fiir den Ausdruck meiner Enttauschung tiber den negativen 
Ausfall jener Versuche und meint, seine Versuche (Serejski hatte 
Schwangerensera auch aus friiheren Stadien der Schwangerschaft 
untersucht) .,beweisen zur Geniige die Grundlosigkeit derartiger 
Spekulationen™. 

Demgegeniiber halte ich an der Berechtigung meines damaligen 
SchluBsatzes fest, da man doch zundchst an derartige Méglichkeiten 
zu denken verpflichtet ist, ehe man die Arbeiten anderer, die von 
positiven Resultaten berichten, einfach als falsch erklart. Dab die 
Ablehnung der Mikro-Abderhaldenreaktion (nach Pregl und de Crinis) 
erst einer weiteren experimentellen Begriindung bedurfte und noch 
entscheidende Fehlerméglichkeiten auszuschlieBen waren, ist aus 
unseren weiteren, speziell aus der vorliegenden vierten Mitteilung zu 
dieser Frage ersichtlich. 

Im iibrigen ist es mir unverstindlich, wie Serejski bei der 
kritischen Durchsicht meiner ersten Mitteilung die im gleichen Heft 
dieser Zeitschrift unmittelbar angeschlossene zweite Mitteilung ent- 
gehen konnte, in der wir schon darauf hingewiesen hatten, dab unsere 
negativen Versuchsergebnisse gegen die Lehre von den spezifischen 
(Abwehr-) Fermenten sprechen, zu welcher Einsicht Serejski im 
Gegensatz zu uns! — gekommen zu sein glaubt. 


1) Diese Zeitschr. 152, 79, 1924. 
7* 
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Zum experimentellen Teil von Serejskis Arbeit ist zu bemerken, 
dali die GréBenordnung seiner Versuchsfehler um mindestens eine 
Zehnerpotenz hatte verkleinert werden kénnen, wenn er sich an unsere, 
seinerzeit ausfiihrlich begriindeten Vorschriften fiir die Ausfiihrung der- 
artiger Versuche') gehalten hatte. Ferner ist richtigzustellen, was 
Serejski (S. 87 seiner Arbeit) beziiglich einer angeblichen Adsorption 
eines Teiles des Serums seitens des Substrats anfiihrt. Es hat nichts 
mit Adsorption zu tun, wenn man den Brechungsindex eines Serums, 
das mit einem in physiologischer Kochsalzlésung vorgequollenem 
Substrat in Beriihrung stand, niedriger findet als den Brechungsindex 
des Serums allein, vielmehr ist diese Erscheinung in sehr einfacher 
Weise dadurch zu erklaren, daB die dem Substrat als Benetzungs- 
fliissigkeit anhaftende Kochsalzlésung?) eine Verdiinnung des Serums 
bewirkt und der Brechungsindex dieses verdiinntem Serums niedriger 
ist als der des unverdiinnten. 


') Siehe die 8. 88, Anmerkung 5 angefiihrte methodische Vorarbeit. 
2) Siehe in derselben Arbeit das S. 442ff. iiber die ,,Benetzungs- 
fliissigkeit** Gesagte. 
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Zur Bewertung der Lehmannschen Mikroelektrode. 


Von 
G. E. Wladimiroff und M. J. Galwialo. 


(Aus dem Laboratorium der physiologischen Chemie an der Militar- 
Medizinischen Akademie zu Leningrad.) 


(Eingegangen am 20. April 1925.) 


Die Notwendigkeit, die Wasserstoffionenkonzentration in sehr 
geringen Mengen der zu untersuchenden Fliissigkeit zu bestimmen, 
hat eine ganze Reihe von Mikroelektroden ins Leben gerufen. Eine 
von den scharfsinnigsten und in ihrer Konstruktion einfachsten ist 
die von Lehmann') fiir einen Tropfen des Versuchsmaterials vor- 
geschlagene Mikroelektrode. 

Die Lehmannsche Mikroelektrode stellt ein einige Zentimeter 
langes Glasréhrchen von 144 cm Durchmesser vor. Die Réhre ist von 
beiden Seiten mit Gummistopfen verschlossen. Durch den unteren 
Stopfen ist ein den Wasserstoff zufiihrendes Glasréhrchen und ein Gias- 
stibchen gefiihrt, an welches ein Deckglischen angeschmolzen ist (in 
unserer Elektrode ist das ein trichterférmiges Schilchen), auf welches 
der untersuchte Tropfen gebracht wird. In dem oberen Stopfen be- 
finden sich drei Offnungen: durch die erste ist das Ausfiihrungsréhrchen 
fiir den Wasserstoff herausgefiihrt, durch die zwite ein Réhrehen mit 
eingeschmolzenem Platindraht, durch die dritte der KCl-Agarheber. 
Auf den Boden wird etwas Wasser gegossen, um die Ausdiinstung des 
Tropfens zu verringern. 

Da wir iiber die Mikromethode von den Klinikern bestindig 
befragt wurden und sie selber fiir eigene Untersuchungen notwendig 
anzuwenden hatten, stellten wir im Sommer und Herbst 1924 eine 
Reihe vergleichender Bestimmungen der Wasserstoffzahl in ver- 
schiedenen Fliissigkeiten an, wir wandten dazu drei Formen der Elek- 
troden an: die iibliche Elektrode mit fliissigem Wasserstoff, die Elek- 
trode mit einer konstanten Wasserstoffblase und die Mikroelektrode. 
Die elektrometrische Vorrichtung, welche wir benutzten, war von dem 
gewohnlichen Typus nach Michaelis. Als Nullinstrument gebrauchten 
wir ein empfindliches Spiegelgalvanometer. 


1) Diese Zeitschr. 139, 213, 1923. 
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Die Resultate der Bestimmungen kénnen in zwei Gruppen ein- 
geteilt werden. 

Zu der ersten gehéren die Bestimmungen der Wasserstoffionen 
in kohlensaurefreien Lésungen. Das Potential wird, wie es Lehmann 
gezeigt hat, rasch und genau festgestellt. 


Tabelle 1 





PH 
Ast dor Stesighete Lehmanns _Einfache Eleke  - 
Mikroelektrode trode m. fliss. Hy Temperatur 

1. Acetatgemisch (CH,COOH,0,1 mol., 

CH,C OONa, 0,1 mol., aa). . 4,66 4.67 18° 
2. Ph sphatge mise h(KH, PO,9, 2mol., 

Na,HPO,0,2mol., aa)... . 6,80 681 18 
3. Boratgemsech (5,5 cem Borat, 

45cem HCl,0,Imol.). ...... 7,93 7,93 18,5° 
4. Borat (H, nies 0,2 mol., NaOH, 

0,l mol.) . »: * ee 921 9.22 18.5 


Anders verhalten sich die kohlensdiurehaltigen Lésungen. Das 
Potential stellt sich lange Zeit nicht fest ein, es wird nétig, den Wasser- 
stoff einige Stunden lang hindurchzuleiten, wobei wir in einigen Fallen 
selbst nach dem Verlauf von 5 Stunden nicht die Sicherheit haben, 
daB das Potential seine Grenzgr6Be erreicht hat. Zur Veranschau- 
lichung kénnen folgende Beispiele dienen: 


Tabelle II. 





In der Lehmannschen Mikroelektrode Str 3 
ae Stunden der Durchleitung ~@G"-| as 
Art der Flussigkeit ls 03 a2 s es 
2 3 4 5 6 7 8 |seSie" 
a Borat (PH 9,22) mit CO, 
versetzt . 842 848 — 865 — /|8,71 8,75 7,11 | 185° 
2. Blut (Blutplasma) des 
Menschen .... 8.78 895 — 9.02 9.03'902 — 7,53 135 
3. Dasselbe ....... 902 927° — — — |9,25 921 — _ 13° 
4. Dasselbe*) . ... 8.76 — |915 — 9,09|907 907 — (18 
5. HithnereiweiB am 2 2 In- 
kubationstage**) . . . 9,29 929) — — —/|— — _. 9,25 19 
6. Amnialfliissigkeit des 


Hiihnerembryos am 
19, Inkubationstage . . 5,82 5,97 626 648 — | — — 525 19 


*) Vorlaufig ist die Verdiinnung der Elektrode ausgefiibrt. — **) Das Eiweif ist ohne Vorsichts- 
mafregeln gegen C O, entnommen. 


Wie aus der Tabelle II ersichtlich ist, geben das Borat, welches 
mit Kohlensiure bereichert ist, und die Amunialfliissigkeit des 
Hiihnerembryos die CO, sehr langsam ab. Was die Zahlen fiir das 
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n- Blut anbelangt, so miissen folgende vorlaufige Bemerkungen in Betracht 
gezogen werden. Das Blut wurde aus der Fingerkuppe des Menschen 

nn durch einen Stich mit der Franckeschen Nadel entnommen. Zu dem- 
un selben wurden feinste Kristalle des Oxalatnatriums hinzugesetzt, was 





das py des Blutes wahrnehmbar nicht verandert (Michaelis). Wahrend 
der Bestimmung bildeten die Erythrocyten einen Niederschlag am 
Boden des kleinen Trichters, so daB eigentlich das py des Plasmas 
und nicht des Blutes bestimmt wurde. 

Da das py des Blutes, welches von CO, befreit ist (Grundwasser- 
stoffzahl) ein besonderes klinisches Interesse bietet [¥/ppé'), Héber?)), 
weil es den Azidosegrad zu bestimmen erlaubt, so entsteht die Frage, 
ob die Lehmannsche Mikroelektrode fiir diesen Zweck anwendbar sei. 
Wir fiihrten einige Bestimmungen ausschlieBlich mit dem Blute ge- 
sunder Menschen aus. Nach lange dauerndem Hindurchleiten von H, 
schwankten die Werte von py zwischen 9,02 und 9,27. Fiir die véllige 
Entleerung (Evakuation) der CO, schlagt Y/ppé vor, die Blutgase mit 
der Wasserstrahlpumpe unter gleichzeitigem Schiitteln auszupumpen. 
Wir fiihrten zwei Bestimmungen mit vorlaufiger 10 Minuten langer 
Atmospharenverdiinnung in der Mikroelektrode selbst bis zu lem Hg 
aus, aber ohne zu schiitteln. Wir erhielten dieselben Resultate wie bei 
der einfachen Durchleitung des H, ohne vorliufige Gaseauspumpung. 
Im allgemeinen ist die genaue Bestimmung des pg des Blutes in dieser 
Elektrode recht schwer. Die Bestimmung dauert so lange, dab die 
Selbstsiuerung des Blutes beginnt [.Wichaelis und Davidoff *)|, erfordert 
viel Zeit, viel Wasserstoff, auBerdem bilden die Erythrocyten einen 
Niederschlag am Boden. Dies alles zusammengenommen, verringert 
den Wert der Lehmannschen Mikroelektrode fiir diese Fille auf das 
minimalste, zumal andere, genauere und weniger weitliufige Methoden 
der py-Bestimmung in kleinen Fliissigkeitsmengen ohne Kohlensiiure- 
verlust vorliegen. 


0 

Es ist aber eine Gruppe von Objekten vorhanden, bei deren Unter- 

) suchung die Lehmannsche Mikroelektrode unersetzlich ist. Dies sind 
sehr zahe Fliissigkeiten und Gallerten. Fiir die Objekte, welche in der 
Tabelle III angefiihrt sind, stellt sich das Potential im Laufe von 2 bis 
3 Stunden genau ein, was fiir so zihe und gallertartige Substanzen 
nicht als ein langer Termin gelten kann. In diesen Fallen leiteten wir 
den Wasserstoffstrah] in der Elektrode von oben, um die lebendige 

_ Kraft des Wasserstoffstrahls fiir die schnellere Sattigung des unter- 
suchten Substrats auszunutzen. 

S 

‘ 1) Zeitschr. f. Kinderheilk. 14, 266, 1916. 


2) Deutsch. med. Wochenschr. 18, 551, 1917. 
8 3) Diese Zeitschr. 46, 131, 1912. 
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Tabelle ITT. 








Pu Temperatur 
1. HiihnereiweiB am 7. Tage der Inkubation (28 Proz. 
fester Substanz). . 7,71 19° 
2. am 9. Tage (35 Proz. fester Substanz) 7,65 19 
3. Muskel des Hiihnerembryos am 13. Entwic — 7,49 19 
4. ~ > ‘ am 19.Tage .... - 641 19 
>, ‘ a ra > | 6,11 19 


Zusammenfassung. 


Die Mikromethode von Lehmann gibt gute Resultate im Falle von 
CO,-freien Fliissigkeiten; im Falle der Fliissigkeiten, welche CO, ent- 
halten, steht sie in der Genauigkeit und in der Schnelligkeit der Be- 
stimmung den anderen Methoden nach; sie ist endlich fiir die Be- 
stimmung des py in Gallerten und in Geweben, welche in substantia 
untersucht werden, auBerordentlich bequem. 




















Zur Stickstoffbestimmung nach D. Acél. 


Ven 
F. Himmerich. 


(Aus dem staatlichen Forschungsinstitut fiir Mutterschafts- und Sauglings- 
schutz, Moskau. Physiologisch-chemisches Laboratorium.) 


(Eingegangen am 26. April 1925.) 


Im 121. Bande dieser Zeitschrift veréffentlichte D. Acél eine 
Mikromethodik der Stickstoffbestimmung, die unseres Erachtens in 
gar mancher Hinsicht sich vorteilhaft von den verschiedenen Mikro- 
kjeldahlverfahren unterscheidet. Es fehlt hier z. B. ganz die Uber- 
destillation des Ammoniaks und damit auch die Gefahr eines Verlustes 
an letzterem durch diese Operation. Das Verfahren ist recht einfach. 
Es wird auch kein Katalysator bei der Veraschung gebraucht. Dab 
letzterer Umstand nicht ohne Bedeutung ist, konnten Fleury und 
Levaltier (1) beim Arbeiten mit dem Makrokjeldahl feststellen: sie 
hatten beim Gebrauch von Schwermetallsalzen (Hg-, Cu-, Fe-, Cr- 
und andere Salze) als Katalysator im Destillat einen Verlust von 
2 bis 5 Proz. Ammoniak zu verzeichnen. Daf es mit dem Mikrokjeldahl 
darin besser steht, ist wohl kaum anzunehmen. 

Bei der Arbeit mit Acéls Methodik machten sich jedoch bald 
Ubelstiinde bemerkbar, die uns veranlaBter, diese Methodik einer 
griindlichen Nachpriifung zu unterwerfen. 

Unsere Aufmerksamkeit lenkte in dieser Hinsicht zuerst die 
Seignettesalzlésung auf sich. Diese Lésung empfahl bekanntlich 
Winkler (2) zur Bestimmung von Ammoniak in Trinkwasser mit be- 
trachtlichem Calcium- und Magnesiumgehalt. Acél nahm diese Lésung 
mit einiger Abainderung in seine Methodik auf. 

Nimmt man nun, wie Acé/ empfiehlt, 0,3 cem der Natriumhydr- 
oxydlésung, so kommt es recht oft vor, daB nach Hinzufiigung der 
Seignettesalzlésung eine Triibung des Inhalts der Reagenzglaser eintritt. 
Durch Versuche mit verschiedenen Mengen der reagierenden Substanzen 
gelang es uns bald, festzustellen, daB diese Triibung ausbleibt, wenn 
man statt 0,3cem nur 0,25cem der Natriumhydroxydlésung in das 


Reagenzglas gibt. 
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Das ist aber nicht immer die einzige Ursache. Wir hatten z. B. eine 
Seignettesalzlésung, die noch 18 Tage nach ihrer Zubereitung mit einer 
30 Tage alten, nach Winkler-Treadwell (3) hergestellten Nesslerlésung 
eine Triibung auch bei 0.25ccm Natriumhydroxydlésung hervorrief, 
wihrend wieder eine andere, um 2 Monate altere Lésung keine Triibung 
verursachte. Keine Triibung gab auch eine ex tempore ohne Nessler- 
reagens zubereitete Seignettesalzlésung. Die Ursache lag hier also in 
dem zugesetzten Nesslerreagens. Da Mandel und Steudel (4) darauf 
hinweisen, daB die Nesslerlésung bei hohem Carbonatgehalt eine 
Triibung hervorrufen kann, so wurde der Triibung verursachenden 
Nesslerlésung, die — nebenbei bemerkt — schon 3 Monate alt war, 
eine gesattigte Bariumhydroxydlésung bis zur Fallung aller Carbonate 
hinzugegeben und die urspriingliche Alkalitat der Nesslerlésung durch 
Zusatz von 50proz. Natriumhydroxydlésung wieder anniahernd = her- 
gestellt. Mit dieser Nesslerlésung wurde nach ihrer vollstandigen 
Klarung eine frische Seignettesalzlésung hergestellt und nach einer 
Woche erprobt; es kam jedoch wieder zu einer Triibung des Reagenz- 
glasinhalts. Nach Winkler (in Acéls Wiedergabe) hergestellte Nessler- 
lésungen gaben ahnliche Resultate. 

Solcherlei Unannehmlichkeiten und der Umstand, da} man der 
Nesslerlésung in Fallen, wo die Empfindlichkeit des Reagens erhéht 
werden soll, Sublimat hinzugibt [ Treadwell (5)], bewog uns zu versuchen, 
die Seignettesalzlésung nicht mit Nesslerlésung, sondern mit Sublimat 
vor Schimmel zu schiitzen. Statt warmen destillierten Wassers wurde 
daher eine warme Sublimatlésung in der Konzentration 1 : 500 genommen 
und das Seignettesalz (50g auf 100 ccm) darin gelést. Diese Lésung 
wurde filtriert und sogleich erprobt. Es erschien keine Triibung nach 
Zusatz dieser Lésung; auch nach Hinzufiigung der Nesslerlésung blieb 
der Inhalt der Reagenzgliser stundenlang klar. Die Farbenténe eines 
solchen Reagenzglases unterschieden sich in nichts von dem Farbenton 
eines Glases ohne Seignettesalzlésung. Diese Seignettesalzlésung halt 
sich nun schon iiber ein halbes Jahr, ohne eine Spur von Schimmel 
zu zeigen. Bei Versuchen mit Wasser, dem Calciumhydroxyd hinzu- 
gefiigt war, hat diese Lésung sich bei uns gut bewahrt: wahrend ohne 
diese Lésung sofort nach Hinzufiigung des Nesslerreagens eine 
Triibung des Wassers eintrat, blieb das Reagenzglas mit Seignettesalz- 
lésung stundenlang klar. 

Auf Grund friiherer Beobachtungen wurden weiter unter Ver- 
wendung von veraschtem Blut, Blutfiltrat (nach Eiwei®fallung mit 
Trichloressigsiure), Harn und Harnstofflésungen sowie Ammonium- 
chloridlésungen Versuche mit und ohne Anwendung von Seignette- 
salzlésung angestellt. Es wurden zu diesen Versuchen Seignettesalz- 
lésungen ,,nach Acél* und mit Sublimat zubereitet genommen. In allen 
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- diesen wiederholt angestellten Versuchen blieben die Reagenzgliser 
Pr ohne Seignettesalzlésung stundenlang gerade so klar, wie jene mit 
1g Seignettesalz: im Farbenton lief sich auch kein Unterschied feststellen. 
f, Wir kommen daher zu dem Schlusse, da} man bei Stickstoffbestimmungen 
ig im Blute und Harne fiir gewéhnlich auch ohne Seignettesalzzusatz 
4a arbeiten kann. 
" Es ist hier jedoch zu bemerken, daB aus metallenen Destillations- 
uf apparaten gewonnenes Wasser auch manchmal eine Triibung nach 
” Hinzufiigung des Nesslerreagens verursachen kann.  Vertreibung 
- der Kohlensaiure durch Kochen des Wassers verbesserte dessen Eigen- 
r, schaften in unserem Falle nicht, Hinzufiigung der Seignettesalzlésung 
e (0.5cem zu lO0cem Wasser) dagegen bewirkte, da das Ammonium- 
h chlorid enthaltende Wasser nach Hinzufiigung der Nesslerlésung klar 
és blieb: wir hatten also .,hartes** destilliertes Wasser. Nach einer noch- 
“ maligen Destillation mit Kaliumpermanganat im Glaskolben verlor 
i jedoch das Wasser seine Triibung hervorrufenden Eigenschaften, so 
L- 


; da wir auch in diesem Falle ohne Seignettesalzlésung auskommen 
e konnten. Wir médchten daher diese Bearbeitung des gewéhnlichen 
destillierten Wassers beim Arbeiten nach Acé/s und wohl auch anderen 


sd Mikromethoden sehr empfehlen. 

. Weiter konnten wir feststellen, dab auch ohne Seignettesalz sich 
Ms bei einem Zusatz von 0.3cem der Natriumhydroxydlésung oft nach 
. Hinzufiigung der Nesslerlésung eine schnell folgende Triibung des 
P teagenzglasinhalts einstellt. Dem kann nach unseren Versuchen 
a auch hier durch eine Verminderung der Natriumhydroxydlésung bis 
: zu 0,25cem leicht abgeholfen werden; so behandelte Reagenzgliser 
’ 


' bleiben stundenlang klar. 
) . ‘ oe ° 7. — 
Da konzentrierte Schwefelsiure wegen ihrer groben Viskositat 


7 bei so kleiner Menge wie 0,05 ccm sehr unvollkommen an den Wanden 
“ der Reagenzgliaser hinabliuft, so ziehen wir es vor, sie halb mit destil- 
. liertem Wasser zu vermischen, um sie dann in doppelter Menge (0,1 cem) 


1 zu nehmen; auf solche Weise ist sie auch leichter abzumessen. Die 
hinzugefiigten 0,05ccm Wasser spielen bei der nachfolgenden Ver- 
aschung natiirlich keine merkbare Rolle. 

Die Ammoniumsalzlésung empfiehlt Acé in der Kontrollréhre als 
letzte Lésung nach und nach hinzuzugeben, bis die Farbe der Kontroll- 
rohre ihrer Intensitét nach der Farbe der Reagenzréhre mit der ver- 
aschten Substanz gleichkommt. In einem groben Prozentsatz aller 
' Fille erhalt man aber dabei verschiedene Farbenténe, was den Ver- 
gleich natiirlich sehr erschwert. Sich den Versuchsbedingungen im 
Veraschungsrohr nahernd, versuchten wir nun in der Kontrollréhre 
die Ammoniumsalzlésung (Ammoniumchlorid) in einer dem Bedarf 
. annihernd entsprechenden Menge sogleich nach der Veraschung der 
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Schwefelsaure hinzuzufiigen, um die Titrierung dann nach Hinzufiigung 
aller Reagenzien zu beenden. Und wirklich, in allen solchen Versucnen 
erhielten wir in der Kontroll- und den Versuchsréhren gleichen Farbenton. 

Die eminente Bedeutung dieses Umstandes wird durch folgenden 
Versuch illustriert: reiner Harnstoff (Firma Kahlbaum) wurde um- 
kristallisiert und zu einer Lésung verwendet, deren Konzentration 
derart war (21,93 mg Stickstoff in 1 Liter), daB einem 0,5 cem dieser 
Lésung 0,548 cem oder rund 0,55 cem unserer Ammoniumchloridlésung 
(20,0mg Stickstoff in 1 Liter) entsprach. In vier Reagenzgliser 
wurden je 0,5cem der Harnstofflésung zugegeben und nach dem weiter 
unten beschriebenen Verfahren verascht; nach Zugabe aller Reagenzien 
firbte sich der Inhalt aller Glaser griin-gelh. Es wurden zwei Kontroll- 
réhren gestellt: eine, zu welcher gleich nach der Veraschung der 
Schwefelsiure 0,55 cem Ammoniumchloridlésung und eine, zu welcher 
letztere Lésung erst nach dem Nesslerreagens hinzugegeben wurde. 
Die Resultate sind aus folgender Tabelle zu ersehen: 








Farbenton der 
Kontrollréhre 


te 
a 


Nummer der Versuchsréhre: 1 + Mittel 


Menge der NH,CI-Lésung 
in erster Kontrollréhre 
a eee 

Menge der N H,C1-Lésung 
in zweiter Kontrollréhre 
Gene 66) «a se ae 065 063 O64 064 0.64 graugelb 


055 054 056 O55 O55 griingelb 


Man erhalt also im zweiten Falle viel zu hohe Stickstoffwerte. 
Da der Farbenton dieser Kontrollréhre nicht identisch ist mit dem 
Farbenton der Versuchsréhre, so sind die gefundenen Zahlen der zweiten 
Reihe zwar als recht subjektiv zu nennen; ein anderer Forscher wiirde 
vielleicht bei einem anderen Wert halt gemacht haben. Aber eben diese 
durch den verschiedenen Farbenton bedingte Unsicherheit und Sub- 
jektivitat sprjcht gegen das Verfahren. Gibt man dagegen in die 
Kontrollréhre die Ammoniumchloridlésung sogleich nach Veraschung 
der Schwefelsiure, so erhalt man Werte mit Schwankungen von nur 
+ 1,75 Proz. um den wirklichen Wert. Bei Harnstofflésungen unbe- 
kannter (fiir den Arbeitenden) Konzentration betrigt dieser Fehler 
unter Einhaltung der hier beschriebenen Arbeitsweise und im Bereiche 
von 0,01 bis 0,02 mg Stickstoff in 0,5cem Fliissigkeit nicht mehr als 
+ 3 Proz. 

Weiter wurde von uns festgestellt. daB es sehr leicht zu ver- 
schiedenen Farbenténen bei Kontroll- und Versuchsrohr kommen 
kann, wenn sie in ihrer Intensitaét um mehr als 25 bis 30 Proz. differieren : 
je mehr man sich beim Hinzufiigen der Ammoniumsalzlésung nach 
Veraschung der Schwefelsiure dem endgiiltigen Werte nabert, desto 
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mehr identisch werden die Farbenténe der Kontroll- und Versuchs- 
rohren. Es muBb also hier wie auch bei anderen kolorimetrischen Me- 
thoden in einem mdglichst eng begrenzten Gebiete von Farbenunter- 
schieden zwischen Standard- und Versuchslésung gearbeitet werden. 

Bei paralleler Veraschung von Blut (0.5cem einer Verdiinnung 
1: L000) in engen (15mm Durchmesser) und weiten (18 mm Durch- 
messer) Reagenzglisern konnten wir in den weiten Glisern bei ganz 
gleich ausgefiihrter Veraschung einen nicht unbetrachtlicnen Verlust 
an Stickstoff feststellen; so verbrauchten wir z. B. im Kontrollglas: 
bei Veraschung im engen Reagenzglas 0.75 cem Ammoniumchlorid- 
lésung, bei Veraschung im weiten Reagenzglas 0.42 cem Ammonium- 
chloridlésung. 

Solche parallele Veraschungen warden bald schneller und ener- 


gischer — in 4 bis 5 Minuten —, bald langsamer und vorsichtiger — in 
10 bis 12 Minuten — ausgefiihrt. Die erwihnten Unterschiede waren 


bald kleiner, bald griBer, blieben aber in allen Fallen betrachtlich. 
Auch bei Veraschung von Harnstofflésungen bekannter Konzentration 
in engen Roéhren fanden wir einen Verlust, der bis zu 5 Proz. stieg. 

Es kam daher der Gedanke, diesem Ubelstande durch Reduzierung 
der Reagenzrohréffnung abzuhelfen; es wurde zu diesem Zwecke in 
genannte O.fnung nach Verdampfung des Wassers ein kurzes Reagenz- 
rohr von kleinerem Durchmesser hineingelegt. Gleich bei den ersten 
Versuchen zeigte sich, daB dadurch dem Ausstrémen des stickstoff- 
haltigen Schwefelsiureanhydrids wirklich Einhalt getan wird. Hier 
wirkt offenbar nicht nur die Verengerung der Reagenzrohréffnung, 
sondern auch die VergréBerung der Kondensationsoberfliche, Wirbel- 
und Kiihlerwirkung des hineingelegten Verengerungsrohres. Nach 
zahlreichen Versuchen kamen wir zu folgender, unseres Erachtens 
zweckmiabigsten Form und GréBe der Verengerungsréhren: Lange 
etwa 6 bis 65cm, Durchmesser im Verhaltnis 1: 1,2 bis 1,3 zu dem 
inneren Durchmesser der Veraschungsréhren; unten sollen sie nicht 
rund, sondern spitz endigen, wobei die Spitze so nach einer Seite ge- 
bogen ist, daB sie die Innenfliche des Veraschungsrohres  beriilrt 
Dadurch wird ein besserer AbfluB der sich auf dem Verengerungsrohr 
kondensierenden Dampfe (enthalten bei der Veraschung anfiinglich 
noch Stickstoff) erméglicht. Der obere Rand des Verengerungsrohres 
wird in drei symmetrisch gelegenen Punkten scharf nach auben ge- 
bogen, und zwar so, dab eine Spitze sich auf der Seite befindet, welche 


der unteren Spitze gegeniiberliegt; bei solcher Lage der Spitzen kann 
man mit dem Zeigefinger der Hand, in welcher das Veraschungsrohr 
gehalten wird, durch Druck auf den Rand des Verengerungsrohres die 
untere Spitze dank der Hebelwirkung heben und senken; damit wird 
der AbfluB der sich kondensierenden Dimpfe bedeutend erleichtert 
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Das Verengerungsrohr wird im Reagenzrohr bis zur Hinzufiigung 
des Wassers belassen; hier wird es mit den ersten Abteilen der 10 cem 
Wasser abgespiilt und entfernt. Ein jedes Reagenzglas hat somit sein 
eigenes Verengerungsrohr. Die Kontrollréhre kann ohne Verengerungs- 
rohr auf der Flamme erhitzt werden. 

Beim Gebrauch der Verengerungsréhren stellte sich jedoch bald 
ein Ubelstand heraus: die Veraschungszeit verschiedener Proben ein 
und desselben Blutes auf der gleichen Flamme war sehr verschieden 
und schwankte z. B. zwischen 5 und 13 Minuten. Wir fanden nun, dal 
dies von der Menge des sich auf den Wanden der Reagenzglaser konden- 
sierenden Wassers abhingt: je mehr Wasser auf den Wiinden, desto 
langer die Veraschungszeit. Die Erklarung ist natiirlich sehr einfach: 
die Verdiinnung der Schwefelsiure mit Wasser erniedrigt deren Siede- 
temperatur, was eine Verlangerung der Veraschungsdauer zur Folge hat. 

Wir gingen daher dazu itiber, die Wande der Reagenzglaser nach 
Verdampfen des Wassers von letzterem durch Erhitzen tiber der Mikro- 
flamme zu befreien. Diese Trocknung der Reagenzglaswinde nimmt 
héchstens 1 Minute in Anspruch, dafiir wird aber die Veraschungs- 
zeit betrichtlich abgekiirzt und mehr oder weniger konstant; die 
Veraschung des Blutreststickstoffs erfordert z. B. 1,5 bis 2 Minuten. 

Weiter fanden wir in Versuchen mit Harnstofflésungen bekannter 
Konzentration, daB es nicht einerlei ist, in welchem Moment die 
Trocknung der Reagenzglaswiinde vorgenommen wird. Tut man dies 
erst nach Verdampfung des ganzen Wassers, so entsteht leicht ein Verlust 
an Stickstoff. Wir kamen in dieser Beziehung zu folgenden Arbeits- 
regeln: zuerst wird das Wasser ziemlich energisch bei noch kalten 
Winden des Reagenzglases verdampft. Dadurch wird eine Herab- 
schwemmung der an den Wanden haftenden stickstoffhaltigen Fliissig- 
keit erzielt. Die Wande werden iiber der Flamme getrocknet, wenn 
im Veraschungsrohr sich noch etwa 0,1 bis 0,2 com Wasser befindet. 
Der Rest des Wassers wird nun bei heiBen und trockenen Wanden des 
Reagenzglases verdampft. Hiernach wird das Verengerungsrohr ein- 
gelegt und die stickstoffhaltige Substanz verascht. 

Die Veraschung geht dabei so ruhig vonstatten, daB sogar der 
Gedanke aufstieg, ob man bei Trocknung der Reagenzrohrwande nicht 
auch ohne Verengerungsrohre auskommen kénnte. Daraufhin ge- 
stellte Versuche zeigten jedoch, dab dies nicht der Fall ist; ohne Ver- 
engerungsrohr wurden z. B. in der Kontrollréhre 0,55 ccm, mit Ver- 
engerungsrohr dagegen 0,85 ccm Ammoniumchloridlésung verbraucht. 

Mandel und Steudel geben in ihrem sehr lesenswerten Biichlein 
..Minimetrische Methoden der Blutuntersuchung’ den Rat, bis zur 
vollkommenen Farblosigkeit zu erhitzen, ,,aber ja nicht langer’! Es 
ist jedoch klar, daB dieser Moment sehr schwer genau zu fassen ist. 
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Wir versuchten daher wiederholt zu einem brauchbaren Resultat 
auch bei etwas zu langer Erhitzungszeit zu kommen, doch vergebens: 
in einem groben Prozentsatz aller Proben wurde ein Verlust an Stick- 
stoff (bis zu 10 Proz.) festgestellt. Anders gestaltete sich jedoch das 
Bild, als wir dem Gebrauch von Verengerungsréhren das Trocknen der 
teagenzglaswande hinzufiigten. Folgende Tabelle mége dies illustrieren. 





I N 
Veraschung in Minuten Menge 
Substanzmenge - : - der verbrauchten 


t Cl-Los q 

Farblosigkeit daruber hinaus hae cerca 
com ccm 
I. a) 0,5 (Blut) .... 3 0 0.66 
b) 0.5 ne Sa 3 3 0.67 
II. a) 0.5 a oo 3.5 0 0.66 
b) 0.5 a oe ees 3.5 3 0.67 
Ill. a) 05 e hares 4 0 0.67 
b) 0.5 mi eee 3 4 0.67 
I. a) 0.5 (Harnstoff) . . 2 0 0.55 
b) 0.5 % 15 3.5 0.54 
Il. a) 05 — : 15 0 0.55 
b) 05 i aes 15 3.5 0.55 


Wie aus der Tabelle ersichtlich, erhalt man bei Einhaltung der 
oben angegebenen Arbeitsweise auch bei einer etwas zu langen Er- 
hitzungszeit keine Verluste an Stickstoff; das gibt die Méglichkeit, 
die Veraschung bis zum Moment fortzusetzen, wo wir sicher sein kénnen, 
daB wirklich aller Stickstoff verascht ist. 

Auch die besten Jenaer Reagenzgliser (,,aus Verbrennungs- 
roéhrenglas**) werden schlieBlich beim Gebrauch am unteren Ende 
spréde und bersten daselbst. Wir untersuchten daher, ob man solche 
Glaser nicht noch in Gebrauch nehmen kénnte, wenn man sie bis zu 
einer Lange von 15cm verkiirzen wiirde. Es wurde daher vergleichs- 
weise Blut (wie immer 0,5 cem einer Verdiinnung 1 : 1000) in Reagenz- 
glasern von 18 und 15cm Lange verascht. Letztere Prozedur nahm 
— ohne Verdampfungszeit des Wassers — in allen Fallen 3 bis 3.5 Mi- 
nuten in Anspruch; verascht wurde mit Verengerungsrohren. 

Die Resultate waren folgende: 





NH, Cl-Verbrauch im Kontrollrohr 


Lange des : : : 
Reagmagases 1. Paar I. Paar II]. Paar Mittel 
cm ccm ccm ccm com 
18 0.85 0.86 0.84 O85 
15 0,85 0.85 0.85 0.85 


Man kann also bei Einhaltung der angegebenen Arbeitsweise ganz 
gute Resultate, auch mit Reagenzréhren von 15cm Lange erhalten, 
was praktisch wohl in vielen Fillen ins Gewicht fallen kénnte. 
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SchlieBlich méchten wir noch empfehlen, den Gebrauch der Mikro- 
biirette durch Benutzung des sehr handlichen Kolorimeters von Kénigs- 
berger-Autenrieth zu umgehen; die Methode kann unseres Erachtens 
dadurch in bezug auf Einfachheit der Ausfiihrung und Genauigkeit 
der Bestimmungen nur gewinnen. Dieser Gedanke ist natiirlich nicht 
mehr neu und schon von mancher Seite mit gutem Erfolg verwirklicht 
worden; wir erwihnen ihn hier nur der Vollstindigkeit halber. 





Zusammenfassung, 

1. Es wird empfohlen, die Seignettesalzlésung nicht mit Nesslerrea- 
genz, sondern mit Sublimat zu konservieren. Bei Stickstoffbestimmungen 
in Blut und Harn ist die Seignettesalzlésung fiir gew6hnlich entbehrlich. 

2. Das aus metallenen Destillationsapparaten gewonnene Wasser 
ist einer nochmaligen Destillation (am besten wohl mit Kaliumper- 
manganat) im Glaskolben zu unterwerfen. 

3. Es wird als zweckmabBiger gefunden, statt 0,3 cem der Natrium- 
hydroxydlésung nur 0,25 ccm derselben in den Versuch zu nehmen und 
die Schwefelsiure halb mit destilliertem Wasser zu verdiinnen (in den 
Versuch wird dann 0,1 cem genommen). 

4. Die Ammoniumsalzlésung mu8 zur Kontrollréhre in annaihernd 
zureichender Menge gleich nach Erhitzung der Schwefelsiure gegeben 
werden; die endyiiltige Austitrierung erfolgt nach Zusatz des Nessler- 
reagens. In diesem Moment soll der Unterschied in der Farbenintensitat 
zwischen Kontroll- und Versuchsrohr nicht mehr als 30 Proz. betragen. 

5. In die Offnung der Reagenzréhren (Durchmesser 17 bis 20 mm) 
ist bei der Veraschung ein Verengerungsrohr bestimmter Form und 
GréBe hineinzulegen. ' 

6. Vor dem Hineinlegen genannter Verengerungsréhren sind die 
Wande der Veraschungsréhren durch Erwarmen iiber der Mikroflamme 
von den kondensierten Wasserdimpfen zu befreien. 

; _ 7. Bei Befolgung der angegebenen Arbeitsweise ist eine Verlangerung 

der Verbrennungszeit iiber das notwendige Ma8 im Betrage von 2 bis 
3 Minuten ohne merkbaren EinfluB auf die Genauigkeit der Bestim- 
mungen. 

8. Genannte Arbeitsweise erméglicht genaue (Fehler — 2 bis 3 Proz.) 
Bestimmungen auch in Reagenzglasern von l5em Lange. 
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Uber die Methodik der quantitativen Bestimmung 
der EiweiSkorpergruppen des menschlichen Blutserums, I. 


Von 
W. Starlinger und K., Hartl. 
(Aus der Il. medizinischen Universitatsklinik in Wien.) 


(Eingegangen am 29. April 1925.) 


I. Begriffsbestimmung. 

Da einerseits ein Einblick in den physikalisch - chemischen 
Zustand der SerumeiweiBbkérper, der in letzter Zeit immer grébere 
Beachtung fiir eine Reihe bedeutsamer Fragestellungen zu_bean- 
spruchen scheint, einstweilen noch am zuverlassigsten und ein- 
druckvollsten auf Grund der MaBanalyse gewisser genauer definier- 
barer EiweiBgruppen gewonnen werden kann, andererseits aber die 
zu solchen Zwecken angewandte Methodik vielfach ohne geniigende 
Sicherstellung ihrer theoretischen Grundlagen zur Verwendung gelangt, 
war zu eigener Aufklirung erforderlich, eine allgemeine kritische 
Priifung der bereits bekannten Methoden durchzufiihren und etwa 
vorhandene Méglichkeiten zur Aus- oder Neugestaltung aufzugreifen. 
Die Darlegung der dabei gemachten Erfahrungen scheint berechtigt: 
einerseits, weil eine zesammenfassende Kritik') der hier zur Erérterung 
gelangenden Fragesteflung und ihres Tatsachenmaterials nicht vorliegt, 
andererseits, weil die hier mitgeteilten Ergebnisse auf mehrjaihrigen 
Erfahrungen beruhen. 

Vor Erérterung der technischen Methodik jedoch sollen in méglichster 
Kiirze die Erwaigungen dargelegt werden, von denen bei der Begriffs- 
bestimmung (also Abgrenzang der einzelnen Eiweibkérpergruppen) 
ausgegangen wurde; da: 


1) Die einzige vorliegende zusammenfassende Darstellung von E. Schmitz 
(eben im Handb. d. biologischen Arbeitsmethoden von Abderhalden 1924, 
Abt. 4, Teil 4, H. 1, Lfr. 148 erschienen) ist lediglich als beschreibende 
Darstellung einiger in den Jetzten Jahren angegebener Verfahren zu_be- 
zeichnen, bei der weder Vollstandigkeit, noch zusammenfassende Kritik 
angestrebt wurde. Auf einige Arbeiten, die in jiingster Zeit Teilfragen be- 
handelten, wird im Laufe der Darstellung zuriickzukommen sein. 
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1. keine Ursache vorliegt, die klassischen Grundlagen der physi- 
kalisch-chemischen Eiwei®fraktionierung mit Hilfe der Léslichkeits- 
bestimmung im Neutralsalzmedium aufzugeben, solange keine Méglich- 
keit besteht, auf anderem Wege eine klare und zuverlassige quantitative 
Trennung einzelner durch gewisse gemeinsame Leitmerkmale charak- 
terisierter Eiweibkérpergruppen durchzufiihren ; 

2. die klassische Neutralsalzfraktionierung grundsitzlich zwei 
Gruppen von EiweiBkérpern unterscheidet: eine solche, die schon bei 
Halbsattigung mit Ammonsulfat (Am,SO,) und eine solche, die erst 
bei Ganzsattigung mit Am,SO, die Lésung verlaBt, und diese Abgren- 
zung bei Einhaltung gewisser Bedingungen durchaus scharf und be- 
liebig reproduzierbar in Erscheinung tritt; 

3. die experimentelle Erfahrung des biologischen Versuchs lehrt, 
daB das Wechselverhaltnis dieser beiden solcherweise zur Darstellung 
gebrachten EiweiBkérpergruppen wichtige und klar erkennbare Gesetz- 
mabigkeiten aufweist, womit der anstrebbare und angestrebte Zweck 





vollig erreicht wird, 
wurde der hier vertretene Standpunkt folgendermaBen festgelegt: 
als leitendes Trennungsprinzip der beiden groBen im Blatserum vor- 
handenen EiweiBgruppen gilt die Am,SQO,-Fallung mit Halb- und 
Ganzsattigung unter einheitlich zu beobachtenden Bedingungen, auf 
die noch zuriickzukommen sein wird; ein Ersatz des Am, SO, durch 
andere Fiallungsmittel darf nur bei Nachweis sicherer Effektiiberein- 
stimmung erfolgen: an Stelle der im Streit der Meinungen stehenden 
Bezeichnungen ,,Globuline und ,,Albumine™ treten die nichts pra- 
judizierenden Ausdriicke: Am, SO,-Halb- und Am, 8 O,-Ganzsattigungs- 
fraktion (AHF, AGF); der Unterschied gleichwertiger Methodik darf 
sich nur auf die methodische Technik beziehen bzw. eine Gegeniiber- 
: stellung kann erst nach Ausgleich der als Grundlage dienenden 
Trennungs- und Begriffsbestimmung erfolgen, eine Forderung, die, so 
folgerichtig und selbstverstandlich sie auch erscheint, doch vielfach 
keine Beriicksichtigung gefunden hat. 





II. Die allgemeinen Grundlagen der bereits vorhandenen und méglichen 
neuen Methodik. 
Zur quantitativen Ermittlung von EiweiBkérpern stehen fiinf 
prinzipiell verschiedene technisch-methodische Méglichkeiten offen: 
1. die unmittelbare gravimetrische Bestimmung; 
2. die Berechnung auf Grund des kjeldahlometrisch bestimmten 


N-Gehalts ; 
3. die Berechnung auf Grund _ gesetzmiBiger quantitativ- 
chemischer Bindung zwischen EiweiBkérpern und gewissen Fallungs- 


mitteln; 
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\- 4. die Berechnung auf Grund der Bestimmung gewisser optischer 
. Eigenschaften, und zwar 

a) der Brechung (Refraktometrie und Interferometrie) ; 

e b) der Drehung (Polarimetrie) ; 

, ec) der Beugung (Nephelometrie) ; 

d) der Triibung (Diaphanometrie) ; 

e) der Farbung (Kolorimetrie) ; 





5. die empirische Berechnung auf Grund der Bestimmung gesetz- 
maBig interferierender physikalischer Eigenschaften, und zwar der 
inneren Reibung und Brechung (kombinierte Viskosi-Refraktometrie). 

Eine zweite Unterscheidung ergibt die von der jeweils gewahlten 
Methodik abhingige Mdéglichkeit, absolute oder nur relative Werte 
zur Bestimmung zu bringen. Absolute Werte vermitteln Gravimetrie, 
Kjeldahlometrie, quantitativ-chemische Bindungsmessung, Refrakto- 
Interferometrie und Polarimetrie (letztere beide unter Voraussetzung 
des Bestehens einer einheitlichen und konstanten spezifischen Refrak- 
tion bzw. spezifischen Drehung), relative Werte, die also erst unter 
Zuhilfenahme der Eichung an Standardmethoden auf absolute Zahlen 
umgerechnet werden kénnen, vermitteln Nephelometrie, Diaphano- 
metrie, Kolorimetrie und kombinierte Viskosi-Refraktometrie. 

SchlieBlich erscheint es notwendig, einen dritten wichtigen Unter- 
schied in der Tatsache festzustellen, daB einige Methoden (1, 2, 3) 
imstande sind, sowohl alle einzelnen Teilfraktionen gesondert, als auch 
das GesamteiweiB direkt quantitativ zu erfassen, und solcherweise 
eine ausgezeichnete innere Kontrolle erméglichen, wahrend andere 
(alle optischen Methoden 4a bis e) aus je zwei direkt bestimmten Fak- 
toren den dritten indirekt mit Hilfe der Differenzberechnung ermitteln, 
eine innere Kontrolle also nicht gestatten. Ebenso laBt auch die 
kombinierte Refrakto- und Viskosimetrie die innere Kontrolle vermissen. 

Nach diesen Erwigungen, die die allgemeinen theoretischen Grund- 
lagen festzulegen hatten, wird im folgenden die spezielle praktische 
Brauchbarkeit bzw. Méglichkeit der einzelnen angefiihrten Methoden 
zu priifen sein. 





III. Die spezielle Technik und Methodik. 

Es wird zu bedenken und zu priifen sein: 

1. der Grad der Genauigkeit und Zuverlissigkeit der jeweils 
, ermittelten Resultate (Kriterium: die MindestgréBe der bei jeweiliger 
biologischer Fragestellung eben angestrebten und zu verwerten ge- 
planten Ausschlagsschwankung) ; 

. 2. die GréBe der notwendigen Mengen des zu _ verarbeitenden 
Ausgangsmaterials (Kriterium: Mindestverbrauch im Hinblick auf 


g* 
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den biologischen Serienversuch; daher a priori Ablehnung von Makro- 
methoden) ; 

3. das AusmaB des zeitlichen und technischen Arbeitsaufwands 
(Kriterium: Mindestausma® im Hinblick auf den biologischen Serien- 
versuch) ; 

4. Kostspieligkeit und Seltenheit der notwendigen technischen 
Apparatur (Kriterium: mdglichste Billigkeit und allgemeine Zuging- 
lichkeit). 

IV. Die gravimetrische Bestimmung 

ist als einzige direkte Methode und daher als Grundlage der quantitativen 
Bestimmung der Serumeiweibkérpergruppen anzusehen; sie wird aus 
diesem Grunde im folgenden erstens zur Entscheidung allgemeiner 
methodischer Grundfragen und zweitens zur Eichung der auf anderen 
technisch-methodischen Grundlagen beruhenden Verfahren Verwendung 
finden. Vorausgeschickt mége sein, daf im folgenden aus raum- 
technischen Griinden eine tabellarische Zusammenstellung nur erfolgt, 
wenn sie zum Verstindnis unbedingt notwendig erscheint. Die mit- 
geteilten Versuchsreihen und Ergebnisse beruhen auf den Resultaten 
von tiber 700 gravimetrischen Analysen. 

Das Prinzip der gravimetrischen MaBanalyse beruht auf der 
elektiven Fallung (durch Am, SO, oder gleichwertige Neutralsalze) der 
gewiinschten EiweiBfraktion mit nachfolgender quantitativen Ab- 
scheidung, Hitzekoagulation, Entsalzung, Entfettung, Trocknung, 
Wiagung, Veraschung und Riickwaigung derselben. Es gilt seit der Zeit 
der klassischen Eiweibchemie im Rahmen von Makroverfahren als 
solches feststehend und erlitt in verschiedenen Versuchsanordnungen 
mannigfache Modifikationen Iediglich technisch-methodischer Natur, 
auf die einzugehen sich eriibrigt. 

Die Verwendung der gravimetrischen MaBanalyse als Makro- 
verfahren wurde im biologischen Versuch nie bevorzugt, welche Tat- 
sache ihre Ursachen wohl in der Nichtberiicksichtigung der im vor- 
stehenden unter Abschnitt III ausgefiihrten zweiten und dritten 
Forderung finden dirfte. 

Als einziges Verfahren, das alle unter I, IL, III aufgestellten Forderungen 
allgemeiner und spezieller Art zu beriicksichtigen und zu erfiillen sucht, 
kann daher erst das jiingst von Knipping und Kowitz') mitgeteilte angesehen 
werden: 1,0 ccm Serum wird mit 9,0 cem H,O und 10,0 ccm kaltgesittigter 
Am, 8 0,-Lésung versetzt, durch ein vorher hei Gewichtskonstanz gewogenes 
Schleicher-Schiillfilter geschickt und sechsmal mit halbgesittigter Am, S$ O,- 
Lésung nachgewaschen; darauf wird das Filter zerschnitten, mit 10,0 ccm 
H,O und 2,0ccm (gesittigter NaCl-Lésung + 2,5proz. Essigsiiure aa) 
gekocht, durch ein zweites gewogenes Filter geschickt, sechsmal mit H,O, 


1) Knipping und Kowitz, Zeitschr. f. physiol. Chem. 1924, 8. 135. 











: 
: 
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D- einmal mit Alkohol und Ather nachgewaschen und im Wiigegliischen bei 
105° getrocknet und gewogen; das Filtrat wird mit 1,0 cem 2,5proz. Essig- 
siure gekocht, durch ein drittes gewogenes Filter geschickt, wie oben nach- 





is gewaschen, getrocknet und gewogen. Der erstermittelte Wert gibt die Menge 

- der Am,SO,HF (,,Globuline’), der zweitermittelte die der Am,SO,GF 
(,.Albumine™) an, das GesamteiweiB wird durch Summation berechnet. 

jm Die Kritik der Methode hat anzufiihren: 

B° 1. daB der Verzicht auf Veraschung und Riickwaigung nur statt- 
haft ist, wenn die Entfernung des anwesenden Fallungssalzes so weit- 
gehend durchgefiihrt wird, da} der dadurch hervorgerufene Wagungs- 

- fehler vernachlissigt werden kann. Da dieser Nachweis nicht erbracht 

a ist, eigene experimentelle Priifung (Versuchsreihe 1) aber im Gegenteil 

- zum Ergebnis fiihrte, dafB das Filtrat der sechsten Wasserwaschung 

= fast ausnahmslos mit BaCl, starken Niederschlag gibt, somit noch 

ig reichlich Am, SO, enthalt, mu diese zeit- und arbeitstechnisch 
na wichtigste Vereinfachung des klassischen Verfahrens im Rahmen der 

t. Methode von Knipping und Kowitz zuriickgewiesen werden; 

t- 2. da® das durch die groBen anwesenden Am, SO,-Mengen not- 

mn wendige lange Nachspiilen mit Wasser in den meisten Analysen zu 
Eiweifbverlusten fiihrt, die erst bei innerer Kontrolle durch Vergleich des 

™ durch Summation der gewonnenen AHF und AGF berechneten Gesamt- 

- eiweiBwertes mit dem direkt bestimmten aufgedeckt werden (Ver- 

* suchsreihe 2); 

z, 3. daB sich die Verwendung von 1,0cem Serum als technisch 

it unzweckmabig erweist, weil die quantitative Auswaschung des Fallungs- 

ls salzes und Zuriickhaltung des EiweiBes um so schwieriger gelingt, 

n je gréBere EiweiBmengen zur Verarbeitung gelangen, je laingere Zeit 

r. also Filterung und Nachwaschen beanspruchen; dab aus diesem Grunde 
mithin die Verwendung kleinerer Serummengen nicht nur in Riicksicht 

auf den Arbeitsaufwand, sondern auch hinsichtlich der ZuverlaBlichkeit 

‘4 des Analysenergebnisses vorzuziehen ist (Versuchsreihe 3); 

r. 4. daB die 10fache Wasserverdiinnung des Serums, die eine un- 

- verhaltnismaBige absolute Vermehrung der zugesetzten Am,SQ,- 
Menge nach sich zieht, einerseits als zur Erzielung einer elektiven 

= EiweiBgruppenfallung iiberfliissig, andererseits auf Grund der unter 3. 

t. angefiihrten Tatsachen auch als unzweckmabig bezeichnet werden mub. 

n DaB die starke Wasserverdiinnung des Serums in Riicksicht auf die 

or erstrebte quantitativ-elektive EiweiBfaillung nicht erforderlich ist, geht 

aS daraus hervor, daB bei genauer gravimetrischer Vergleichsbestimmung der 

* AHF und AGF in verschieden stark wasserverdiinnten Seren in vielen 

m Analysen iiberhaupt keine Beziehungen zur Wasserverdiinnung (also 

a) gleiche Werte sogar im unverdiinnten Serum) beobachtet werden konnten, 

), wahrend in anderen zwar ein Abhiangigkeitsverhiltnis zur Feststellung kam, 
immer aber so, daB eine dreifache Wasser-, also sechsfache Endverdiinnung 
vollig geniigte (Versuchsreihe 4); 
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5. dab die Verwendung der analytischen Wage und der dadurch 
bedingten Wagung in Wiageglischen eine unverhiltnismaBige Be- 
lastung vor allem des zeitlichen Arbeitsaufwandes bedeutet. 





In Erkenntnis dieser Fehlerquellen und zeit- und arbeitstechnischen 
Unzweckmiabigkeiten wurde eine eigene Methodik, die im allgemeinen 
mit der von Knipping und Kowitz angegebenen weitgehende Uberein- 
stimmung aufweist, folgendermaBen ausgestaltet : 


Vorbereitung: Es werden fiir jede Bestimmung drei Filter (5 cem DM) 
(und zwar nur Schleicher-Schiill-589-Blauband, da nur diese geniigende 
Harte zur Erreichung quantitativer Filterung feinstkérniger EiweiBfallung 
besitzen) derart vorbereitet, daB eines am Rande geniigend ausgiebig be- 
schnitten wird, um zusammen mit dem zweiten nicht iiber 450 mg zu wiegen 
(denn, da ein unbeschnittenes Filter etwa 250 mg Gewicht besitzt, wiirden 
zwei den Wiagebereich der Torsionswage von 500 mg iiberschreiten). Die 
Trocknung zur Gewichtskonstanz erfolgt zusammen mit dem dritten Filter 
bei 105° durch 2 Stunden, die Abkiihlung in geschlossener Petrischale im 
Exsikkator. Da die Wagung jedes Filters auf der Torsionswage in wenigen 
Sekunden durchzufiihren ist, empfiehlt sich die Trocknung von je zwei 
Filtergarnituren = sechs Filter = vier Wagungen (zweimal ein un- 
beschnittenes, zweimal ein beschnittenes + unbeschnittenes ineinander- 
gesteckt) in einer Petrischale. Die Wagung auf der Torsionswage kann und 
muB so rasch erfolgen, daB die Luftfeuchtigkeit, die nach 1 Minute bereits 
einen Wagefehler von etwa 1 bis 2mg nach sich zieht, keinen Einflu8 
auszuiiben in der Lage ist. 

Ausfiihrung: 0,5 ccm Serum werden mit 1,0 cem Wasser und 1,5 ccm 
gesiittigter Am, 5 O,- Lésung (426 g reinstes kristallisiertes Am, SO, + 574 cem 
destillierten Wassers) versetzt, nach 2 (oder mehr) Stunden durch das 
beschnittene Filter geschickt und mit halbgesittigter Am,SO,-Lésung 
so lange nachgewaschen, bis das Filtrat keine EiweiBreaktion mehr gibt 
(was nach etwa 15,0 ccm halbgesittigter Am,SO,-Lésung erreicht ist); 
darauf wird das Filter als ganzes in einer gut gereinigten, frischen Eprouvette 
mit Hilfe eines Glasstabes in etwa 5,0 ccm n/50 Essigsiure méglichst 
zerfasert und ausgelaugt, im Wasserbad gekocht, nach kompletter EiweiB- 
fallung durch das zweite unbeschnittene (und mitgewogene) Filter geschickt, 
mit Wasser bis zur negativen BaSO,-Reaktion (die dazu nétige Wasser- 
menge wechselt von Analyse zu Analyse und kann daher nicht festgelegt 
sein), dann je einmal mit Alkohol und Ather nachgewaschen und wie oben 
getrocknet und gewogen; das gesamte Filtrat wird im kochenden Wasserbad 
mit 2proz. Essigsiure bis zur grobflockenden Triibung versetzt, durch 
das dritte Filter geschickt und gleicherweise wie oben weiter behandelt. 
Im Filter 1 + 2 gelangt das SerumeiweiB der AHF, in Filter 3 das der 
AGF zur Bestimmung. Zur Bestimmung des GesamteiweiBes (und damit 
erméglichten inneren Kontrolle) werden mindestens 0,25 cem Serum mit 
einigen Kubikzentimetern n/50 Essigsiiure und einigen Tropfen halbge- 
sittigter Am,SO,-Lésung versetzt und wie oben die Teilfraktionen weiter- 
behandelt (in diesem Falle natiirlich unter Erforderung eines vierten Filters). 


Die Kritik der Methode hat anzufiihren: 
1. Der Verzicht auf Veraschung und Riickwigung ist erlaubt, 
da das Nachwaschen bis zum Verschwinden der BaSO,-Reaktion fort- 
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‘ch gesetzt und die noch zuriickgebliebenen Salzreste auBer bei besonderer 
3e- Fragestellung (siehe 5.) vernachlassigt werden diirfen: 





Versuchsreihe 5. Die in zehn Kontrollanalysen nach Veraschung bei 
Riickwagung bestimmten Aschenmengen schwankten um 0,0003 g. 


oe 2. Das Gewicht des in der Kritik der Methodik von Knipping 
in, und Kowitz unter 2. angefiihrten Einwandes des oftmaligen Vorkommens 

von EiweiBverlusten auf Grund des notwendigen langen Wasserspiilens 

erfahrt zwar eine Abschwachung, da infolge der Verarbeitung geringerer 
ri absoluter EiweiB- und Salzmengen eine bedeutende Verkiirzung der 
hg Waschungszeit erreicht wird, ist aber immer noch so bedeutsam, dafi 
e- die innere Kontrolle, d. h. die selbstandige Bestimmung des Gesamt- 
en einweibgehalts als unbedingte Notwendigkeit anzusehen ist: 
" Versuchsreihe 6. Die zur Feststellung gelangten Differenzen zwischen 
wad errechnetem und gefundenem GesamteiweiBgehalt betrugen fast niemals 
‘wae weniger als 0,30 g-Proz. und erreichten (in seltensten Fallen) ein AusmaB 
om bis 1,5 g-Proz., was einem méglichen EiweiBverlust bis 21 Proz. (den durch- 
‘ail schnittlichen GesamteiweiBgehalt zu 7,0 g-Proz. veranschlagt) entspricht. 
“7 Die Differenz von Kontrollanalysen betrug in den Fallen geringer Eiweib- 
a. verluste meist um 0,20 g-Proz. der einzelnen Teilfraktionen, erreichte jedoch 
le in Fallen groBer EiweiBverluste Werte bis 1,00 g-Proz. 
its 3. Die Knipping und Kowitz gegeniiber unter 3. und 4. geltend 
18 gemachten Forderungen kénnen als erfiilit gelten. 

4. Die Einfiihrung der Torsionswage (und der damit mégliche 

4 Verzicht auf das Wageglischen) bedingen eine groBe Verminderang 
— des zeitlichen Arbeitsaufwandes. Die Einfiihrung der Torsionswage 
ug ist hinsichtlich der Genauigkeit der Wiagung (auber bei besonderer 
bt Fragestellung) erlaubt: 
" Die Genauigkeit derselben betragt bei sorgfaltiger Wiagung + 0,000 25g, 
rd so daB die technisch-methodische Grundlage bei Verarbeitung von 0,5 cem 
8. Serum, die unter Veranschlagung eines durchschnitt\ichen GesamteiweiB- 
t gehalts von 7,0 g-Proz. 0,035 g EiweiB, bzw. unter Annahme eines durch- 
ne schnittlichen Verhaltnisses AHF: AFG = 1:1 je 0,0175g AHF und AGF 
xt enthalten, eine theoretische Fehlerquelle von + 1,5 Pr %. Eiweils beinhaltet, 
a im angegebenen Beispiele also 5 Einheiten der zweiten Dezimale nicht 
d erreicht. 
th 5. Da fiir biologische Fragestellungen eine Genauigkeit des 
t. Resultats, ausgedriickt in Gramm-Prozenten der gefundenen AHF und 
. AGF, von + 0,30 g-Proz. als hinreichend zu bezeichnen ist, da die zu 
it beobachtenden biologischen Schwankungen mehr als das 1l0fache 
> betragen kénnen, fallen mithin Rechenfehler und Wigefehler weit 
r- unter diese Grenze. Doch selbst bei Notwendigkeit gréBerer Genauig- 
). keit im Rahmen besonderer Fragestellung bleibt der technisch 

methodisch bedingte (Wage-) Fehler hinter dem Fehler der technischen 
t, Durchfiihrung, der auch bei Anwendung von Makroverfahren und 


. subtilster Technik (Veraschung) immer noch den Wagefehler bedeutend 








120 W. Starlinger u. K. Hart]: 


iiberschreitet, weit zuriick, so daB der Gebrauch einer feineren Wage 
nur scheinbar genauere Resultate liefert. 

Da sich nun infolge des unter 2. angefiihrten, nicht ausschalt- 
baren Eiweibverlustes, der jeweils durch die innere Kontrolle der 
Bestimmung des GesamteiweiBgehalts aufgedeckt wird, vielfach die 
Notwendigkeit ergibt, die bei Analyse der AHF und AGF gewonnenen 
Werte zu verwerfen, kann die Verwendung des Verfahrens als Standard- 
methodik nicht in Frage kommen. 

Die Umgestaltung muBte also vor allem als Aufgabe betrachten, 
die oben ausgefiihrte Hauptfehlerquelle, den Eiwei®verlust, aus- 
zuschalten, der durch die Notwendigkeit der langen Wasserspiilung, 
die ihrerseits ihre Ursache in der groBen Menge des zugesetzten Fallungs- 
salzes findet. bedingt wird. Dies gelingt im Rahmen folgender Methodik : 

0,5c¢cem Serum werden mit 1,0c¢em Wasser und 1,5cem gesiittigter 
Am,5SO,-Lésung versetzt und nach 2 (cder mehr) Stunden bis zur vélligen 
Klarung der iiberstehenden Fliissigkeit, die die AGF enthalt, zentrifugiert 
[etwa 30 Minuten')}. Ven dieser werden mindestens 2,0 cem (méglichst 
aber mehr) abpipettiert, mit der gleichen Menge n 25 Essigsiiure versetzt, 
gekocht, durch ein vorgewegenes Filter (ven gleicher Qualitit wie im 
vorstehenden angegeben) geschickt, mit Wasser bis zur negativen BaSO,- 
Reakticn nachgewaschen, je einmal mit Alkchol und Ather gespiilt, ge- 
trocknet und gewogen. Das ermittelte EiweiBgewicht ergibt unter Multi- 
plikation mit 300 (= 1,5 « 2 x 100) bzw. einem analog berechneten 
Faktor) die Kenzentration der AGF im Serum in Gramm-Prozenten. Der 
GesamteiweiBgehalt wird wie friiher bestimmt, die GréBe der AHF aus 
der Differenz berechnet. 

Die Kritik der Methedik stelit fest, daB eine Reduktion der zu- 
gesetzten Salzmenge auf etwa ! 49 dadurch erreicht wurde, dal die 
im Rahmen des alten Verfahrens zur Entfernung aller AGF-Reste 
notwendige lange Spiilung des ersten, die AHF enthaltenden Filters, 
mit halbgesittigter Am,SO,-Lésung infolge des Verzichts auf direkte 
Bestimmung der AHF und, da die Porenfliissigkeit des Sediments 
gleiche Beschaffenheit besitzt wie die iiberstehende Fliissigkeit, ent- 
fallen kann. Die Wasserspiilung wird dadurch ungefahr auf die gleiche 
Zeit, die bei der Bestimmung des Gesamteiweifes zur Entfernung der 
geringen Menge Am,SO, erforderlich ist, verkiirzt und der Eiweib- 
verlust ausgeschaltet oder wenigstens auf ein Minimum beschrankt, 
wie aus der Ubereinstimmung von Parallelanalysen der AGF hervor- 
geht, deren Differenz meist unter 0,0005 g bleibt und nur in seltensten 
Ausnahmen 0,001 g erreicht oder iiberschreitet (Versuchsreihe 7). 


1) An Stelle des Zentrifugierens, das hier verstindlicherweise méglich 
ist und aus Griinden der Filtersparung eingefiihrt wurde, kann natiirlich 
ebensogut gefiltert werden, zur Weiterverarbeitung gelangt aber nur mehr 
das Filtrat. 
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ge Stehen 1,5 ccm Serum zur Verfiigung, so ist es zweckmabig, die 
Bestimmung des GesamteiweiBgehalts unter Verbrauch von 0,5 cem, 
It- die Bestimmung der AGF unter Verbrauch von 1,0 ccm Serum durch- 
ler zufiihren, eine Modifikation, die einerseits den Fehler der methodischen 
lie Durchfiihrung (siehe Kritik der Methodik von Anipping und Kowitz 
en unter 3.) nicht vergréBert, weil die geringe Vermehrung der zugesetzten 
d- Salzmenge gegeniiber der durch das Fortfallen des Nachwaschens der 
AHF bedingten ygroBen Verminderung nicht in Betracht kommt, 
7 andererseits aber den Multiplikationsfehler erheblich verkleinert. 
-, Die Methodik gestaltet sich in diesem Falle folgendermaben : 
ig, 0.5cem Serum werden zur Bestimmung des GesamteiweiBgehalts 
we wie friiher verarbeitet. 1,0cem Serum wird mit 2,0cem Wasser und 
4 3,0 cem gesattigter Am, SO,-Lésung versetzt und wie oben weiterbehandelt ; 
k: vom Zentrifugate werden mindestens 4,0 cem zur Bestimmung der AGF 
er verwendet, der Multiplikationsfaktor betragt demzufolge héchstens: 
en (1,5 x 100 =) 150. 
rt Die Kritik ergibt, daB die Differenz von Parallelanalysen sowohl 
- des Gesamteiweifgehalts als auch der AGF wie friiher in der Regel 
“ unter 0,001 ¢ (entsprechend 0,15 g-Proz.) bleibt und nur in Ausnahme- 
),- fallen einen héheren Betrag erreicht. 
he Der mittlere Unterschied zwischen Parallelbestimmungen  betrug 
bt dementsprechend fiir den GesamteiweiBgehalt im Rahmen einer Serie 
= von 33 Doppelanalysen im Mittel 0,23 g-Proz. (Versuchsreihe 8), fiir die 
- AGF im Rahmen einer Serie von 27 Doppelanalysen im Mittel 0,24 g-Proz. 
us (Versuchsreihe 9), 
Die mittlere +-Abweichung einer Bestimmung kann daher fiir 
- den Gesamteiweibgehalt mit etwa + 0,12 g-Proz., fiir die AGF eben- 
na falls mit etwa + 0,12 g-Proz. und fiir die AHF (infolge der Differenz- 
te rechnung und dadurch bedingter doppelter Fehlerméglichkeit) mit 
8, etwa + 0,24 g-Proz. festgesetzt werden. 
te * Durch dieses gute Ergebnis kann der bedauerliche, jedoch nicht 
ts zu umgehende Verzicht auf innere Kontrolle nachtraglich als gerecht- 
t- fertigt gelten. 
” Nachdem die Beseitigung des Eiweibverlustes solcherweise ge- 
al lungen und damit die letzte kritische Forderung erfiillt war, schien 
B- die Verwendung der gravimetrischen Methodik als Standardverfahren 
t, einerseits zur Entscheidung wichtiger Allgemeinfragen, andererseits 
r- zur Eichung der tibrigen Methoden berechtigt und geniigend begriindet. 
” Um die GréBenordnung der mit dieser Methode zu beobachtenden 
Werte des Gesamteiweibes, der AHF und AGF festzustellen, wurde 
die Bestimmung des ersteren in 147, die der beiden letzteren in 70 Seren 
durchgefiihrt; die Seren stammten wahllos von Versuchspersonen 
aa beiderlei Geschlechts, die mit verschiedensten (und zwar allen, hiufiger 


vorkommenden) pathologischen Zustinden behaftet waren. Diese 
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Bevorzugung der pathologischen Seren entsprang der Absicht, vor 
allem die maximalen Ausschlagsschwankungen, mit denen gerechnet 
werden mu, festzulegen: 

Versuchsreihe 10. Die Bestimmung des GesamteiweiBgehaltes ergab 
in 147 Fallen einer Serie zwischen den Grenzwerten: 4,0 bis 9,1 g-Proz. 
folgende Werte: 





GesamteiweiB in g-Proz. 40 45 50 55 60 65 70 75 80 5&5) 90 


Zahl der Bestimmungen. . | 6 2| 6 | 15/| 35 | 23); 34/'18| 9|—/] 2 





Mittelwert in g-Proz. . . , 6,50 


Versuchsreihe 11. Die Bestimmung der AHF ergab in 70 Fallen 
einer Serie zwischen den Grenzwerten: 1,2 bis 6,5 g-Proz. folgende Werte: 





AHF in g-Proz. 10/15) 20 / 25/30/35 40/45 50) 55] 65 


Zahl der Bestimmungen. . | 3 12> 11,2057; 7° 5 2/1 ~=1/) 1 
Mittelwert in g-Proz... . | 2,84 





Versuchsreihe 12. Die Bestimmung der AGF ergab in den gleichen 
Fallen zwischen den Grenzwerten: 0,5 bis 5,9 g-Proz. folgende Werte: 





= SSS 


AGF in g-Proz. 0,5 | 10/15 20 25/30 35 40 45) 50) 55 





Zahl der Bestimmungen. .| 1 —) 4 7 > 4/10 13> 12 12) 4 8 
Mittelwert in g-Proz. . . . | 3,64 


Versuchsreihe 13. Die Bestimmung des Prozentverhiltnisses zwischen 
AHF und AGF ergab in den gleichen Fillen zwischen den Grenzver- 
haltnissen: 17:83 bis 89:11 folgende GréBenordnungen der Verhiiltnis- 
werte: 





GréBenordnung des Proz.+Ver- 
haltnisses zwischen AHF—AGF 10:90 20:80 30:70 40:60 50:50 60:40 70:30 80:20 


I 
— 
— 


Zahl der Bestimmungen ] 18 23 8 

Auf eine Erérterung dieses Ergebnisses vom biologischen Stand- 
punkt aus kann im Rahmen dieser Darstellung, die lediglich metho- 
dische Fragestellungen zu _ beriicksichtigen hat, nicht eingegangen 
werden. 

Ein Vergleich mit entsprechenden Literaturangaben konnte nicht 
durchgefiihrt werden, da gravimetrische Bestimmungen des Gesamt- 
eiweiBes und seiner Untergruppen an einigermaBen geniigend groBem 
Material pathologischer Seren nicht vorliegen. 
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V. Der Ersatz des Am,S8 0, durch andere Salze. 

Da die erste grundsitzliche Allgemeinfrage tiber das Ausmab 
der zur elektiven Abscheidung der AHF notwendigen Mindestwasser- 
verdiinnung des Serums bereits im vorstehenden speziell-methodischen 
Teil abgehandelt und im NSinne einer mindestens dreifachen Wasser-, 
unter Einbeziehung der Am,SO,-Lésung, also sechsfachen Gesamt- 
verdiinnung entschieden wurde, konnte an die Priifung der zweiten 
wichtigsten Fragestellung nach der Méglichkeit des Ersatzes des 
Am,SO, durch andere Salze gegangen werden, der namentlich im 
Hinblick auf Durchfiihrung una Brauchbarkeit der kjeldahlometrischen 
Methodik besondere Bedeutung zukommen mubBte. 

Als Ersatzmittel kommen fast einzig MgSO, und Na,SO, in 
Betracht. 

1. Der gleiche Fillungseffekt von Am,SO,-Halb- und MgS0O,- 
Ganzsattigung gilt seit Hammarsten') als Grundregel der klassischen 
EiweiBchemie und fand als solche fast allgemeine Anerkennung, wenn 
von einigen Angaben, daB bei MgSO,-Ganzsittigung auch Teile der 
,Albumine“ ausgefallt und so gréBere Mengen von_ ,,Globulinen’ 
vorgespiegelt werden (Heynsius, Marcus, Robertson), abgesehen wird. 

Eigene Untersuchungen iiber die MgSO,-Fillung an sich und im 
Vergleich zur Am, S0O,-Fallung ergaben folgende Befumde und Folge- 
rungen : 

Im Rahmen der methodisch-technischen Durchfiihrung der Mg 8 O,- 
Fallung muBten gleiche Grundsitze hinsichtlich Serummenge und 
Gesamtverdiinnung Geltung besitzen wie im Rahmen der Am,SO,- 
Fallung. Da weiters von vornherein auf einen Mindestverbrauch des 
zugesetzten Salzes, dessen absolute Mengen auf Grund des Prinzips 
der Ganzsittigung an sich bereits sehr groB sind, geachtet werden 
muBte, wurde gepriift, ob eine Verminderung der Salzsittigung auf 
Werte <'/,;(= 100 Vol.-Proz. Sattigung mit gesiattigter Lésung) 
statthaft wiire. 

Versuchsreihe 14. Aus 0,5cem Serum wurden bei Zusatz fallender 
Mengen gesiittigter Mg SO,-Lésung von 24,5 cem bis 4,5 cem entsprechend 
solcherweise erzielter Salzkonzentration von 98 bis 90 vol.-proz. Sattigung 
mit gesittigter MgSO,-Lésung meistens bis zur 90 vol.-proz. Sattigung, 
immer aber bis zur 96 vol.-proz. Sattigung (= 0,5 cem Serum + 11,5 ccm 
gesiittigter MgSO,-Lésung) gleiche EiweiBmengen zur Ausscheidung ge- 
bracht. 

Daraus ergab sich die Uberfliissigkeit des Mg SO,-Zusatzes in pulveri- 
sierter Form im UberschuB und villiges Geniigen der Verwendung gesiittigter 
Lésung. 

Da also einerseits eine 96 vol.-proz. Sattigung mit gesattigter 
Mg SO,-Lésung hinsichtlich ihres Faillungseffekts als sicher zureichend 


1) Hammarsten, Pfliigers Arch. 1878, 8S. 17. 
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anzusehen war, andererseits die dabei bewirkte Gesamtverdiinnung 
sicher geniigen muBte, da sie das doppelte AusmaB erreichte wie im 
Rahmen der Am,SO,-Fillung, wurde die gravimetrische Methodik 
auf Grundlage der MgSQ,-Fraktionierung folgendermaBen festgelegt: 





Methede mit innerer Kentrolle. 0,5 c¢em Serum werden mit 11,5 cem 
gesiittigter Mg SO,-Lésung (510 g MgSO, + 490,0 cem H.O) versetzt und 
nach einigen Stunden durch Filter I geschickt, der Riickstand mit gesiittigter 
Mg S0O,-Lésung bis zum Verschwinden der EiweiBreaktion nachgewaschen, 
samt Filter koaguliert, durch Filter II geschickt und wie beschrieben 
weiter behandelt. Ebenso das Filtrat unter Zuhilfenahme von Filter ITT. 

Die Kritik der Methodik hat vor allem anzufiihren, daB der schon 
bei Verwendung von Am,SQ, vielfach vorkommende Eiweibverlust 
in Anbetracht der hier anwesenden, um vieles gréBeren Salzmengen 
immer und in noch gréBerem AuBmab in Erscheinung tritt, weiter, 
dai die Filterung des MgSO,-Niederschlags an sich groBe Schwierig- 
keiten in dem Sinne bereitet, dab, wie vielfach beobachtet wurde, 
nach Durchlauf einiger Kubikzentimeter klaren Filtrats plétzlich und 
ohne faBbare Ursache das Filter zunehmend undicht wurde. Als Ursache 
diirfte ein durch die groBe Langsamkeit der Filterung bedingtes teil- 
weises Auskristallisieren des Salzes mit konsekutiver mechanischer 
Sprengung der Filterporen in Frage kommen. 

Um wenigstens einigermaBen eine Einschrinkung der anwesenden 
Salzmenge durchzufiihren, wurde in Anlehnung an die oben be- 
schriebene Am,SO,-Methode auf die innere Kontrolle verzichtet und 
nur die Eiweibmenge des Filtrats (MgSO,-Ganzsattigungsfraktion 
MgGF) zur Bestimmung gebracht: 

0,5ccm Serum werdén mit 11,5 cem gesiattigter MgSO,-Lésung ver- 
setzt und nach ehhigen Stunden gefiltert, aliquote Filtratmengen (9,0 cem) 
koaguliert und wie oben weiter verarbeitet. Eine Umgehung der Filterung 
des Salzniederschlages durch Ausschleudern in der Zentrifuge, die gerade 
in Riicksicht auf die oben beschriebenen Schwierigkeiten besonderen 
Vorteil bedeuten wiirde, ist nicht méglich, da die MgSO,-Fallung infolge 
des hohen spezifischen Gewichts der 96 vol.-proz. gesittigten MgS0O,- 
Lésung nicht abzentrifugiert werden kann. 

Unter solchen Bedingungen werden zwar, gemessen an der Uber- 
einstimmung von Parallelbestimmungen, einwandfreie Werte fiir die 
Mg GF erzielt, immer aber bedeutet die Durchfiihrung der Eiweif- 
fraktionierung unter Verwendung von MgS0O,, abgesehen von der 
noch offenen Frage nach der Ubereinstimmung von MgGF und AHF, 
einen.um vieles gréBeren Aufwand von Arbeit und Zeit als unter Ver- 
wendung von Am,SQ,. 

Der Vergleich der Serumeiweibfraktionierung mit Hilfe von Am, SO, 
und MgSO, ergab unter Einhaltung der im vorstehenden beschriebenen 
Methodik bei zw6lf Parallelbestimmungen (Versuchsreihe 15) in keinem 
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Falle geniigende Ubereinstimmung, dagegen Differenzen bis 50 Proz., 
in Anbetracht welcher Resultate auf die Fortfiihrung der Reihe ver- 
zichtet wurde. 

Aus diesem Ergebnis ist der SchluB erlaubt, dafi der gleiche Fallungs- 
effekt von Am,SO,-Halb- und MgSO,-Ganzsattigung, der auf Grund 
fast ausschlieBlich annormalem Tierblut ausgefiihrter Vergleichs- 
analysen postuliert und in der Folge weiter iibernommen wurde, zum 
mindesten fiir pathologische Menschenseren keine Geltung besitzt, 
ein Ersatz der Am,SO,-Fallung durch die MgSO,-Fillung somit nicht 
statthaft erscheint. 

2. Der gleiche Fallungseffekt von halbgesattigter Na, SO,-Lésung 
bei 37° [ Porges-Spiro'), Hopkins- Pinkus*)] und halbgesittigter Am, 8 O,- 
Lésung wurde in jiingster Zeit von Howe*) gepriift, bestitigt und als 
Grundlage einer kjeldahlometrischen Methode (siehe spater) verwendet. 
Eigene Untersuchungen tiber die Na,SO,-Fillung an sich und im 
Vergleich zur Am,SQ,-Fillung ergaben folgende Befunde und Folge- 
rungen : 

Methodik. 0,5 ccm Serum werden mit 2,5 cem destillierten Wassers 
verdiinnt, auf 37° im Brutschrank erwirmt, mit 3,0ccm gleichwarmer 
gesittigter Na, SO,-Lisung versetzt und weiter iiber Nacht bei 37° im Brut- 
schrank belassen; die Weiterbehandlung erfolgt in gleicher Weise wie bei 
Verwendung von Am,SO, und Mg8Q,. 

Zur Kritik des Vertahrens mége lediglich bemerkt werden, dab 
die Fallung ungleichmabig ablauft, in groBer Abhingigkeit von Tem- 
peratur und Zeitdauer der Salzeinwirkung zu stehen scheint und bei 
Vergleich mit der Am,SO,-Fillung in Hinsicht des quantitativen 
Effekts (Versuchsrejhe 16) fast ausnahmslos ‘um vieles geringere Eiweib- 
mengen zur Abscheidung bringt. 

Daraus ergibt sich der SchluB, daB ein Ersatz der Am, 8 O,-Fallung 
auch durch Na, SO, nicht angezeigt erscheint. 


VI. Die kjeldahlometrische Bestimmung 


ist zwar theoretisch nicht als direkte Methode zu bezeichnen, da sie 
die Eiweiimengen nicht unmittelbar bestimmt, sondern aus dem 
N-Gehalt errechnet, kann aber tatsachlich in Hinblick auf die sicher- 
gestellte Einheitlichkeit und Konstanz des Umrechnungsfaktors als 
solche gelten und darf daher a priori die gleiche Bewertung bean- 
spruchen wie die Gravimetrie. 

Die Kritik der methodisch-technischen Leistungsfahigkeit im 
Rahmen des Mikroverfahrens ergibt sich (bei Verwendung der Methodik 


1) Porges-Spiro, Hofmeisters Beitr. 3, 1903. 
*) Hopkins- Pinkus, Journ, of phys. 27, 1901. 
3) Howe, Ber. f. ges. Phys. 11, 402, 1922. 
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nach Pregl) aus folgender Uberlegung: Da 1,0 ccm vorgelegter n/70 
Lauge 0,0002 g N, 0,05ccem (als kleinste ablesbare Einheit) mithin 
0,00001 g N bzw. unter Anwendung des Faktors 6,251) 0,0000625 ¢ 
EiweiB entsprachen, betragt die theoretische Fehlerméglichkeit bei 
Verarbeitung von 0,1 cem Serum, also einer Eiweiimenge von ungefahr 
0,007 g (bei Annahme eines mittleren Eiweibgehalts von 7 g-Proz.) 
+ 0,9 Proz. Die methodisch-technische Grundlage muB8B somit als 
sehr gut bezeichnet werden. 

Das Prinzip der methodischen Durchfiihrung beruht auf der ge- 
trennten N-Bestimmung des Gesamtserumeiweibes und beider Eiweib- 
fraktionen, die mit Hilfe der Aussalzung durch Am,SO, (und Ab- 
destillation des Salz-NH,) oder gleichwertige N-freie Salze zur Ab- 
scheidung gebracht wurden. 

Als derartige Verfahren kommen in Betracht: 


1. Das Verfahren nach Cullen-van Slyke?) 


ist als Differenzverfahren anzusehen und bestimmt a) den Gesamt-N-Gehalt 
des Serums (Verbrauch 2,0 cem), b) den Rest-N (5,0 cem Serum und 5proz. 
Trichloressigsiurefilhiung), c) den N-Gehalt des Am, S0O,-Halbsattigungs- 
filtrats (2,5 ccm Serum werden mit 10,0 com H,O und 12,5 ccm gesattigter 
Am, 8 O,-Lésung versetzt, nach 12 Stunden filtriert, 20,0 ccm des Filtrats 
mit 300,0 cem 50 proz. Alkohols, 3,0 g MgO und 1,0 cem weiBen Mineraléls 
in einem 500-cem-Kjeldahikolben bis zur negativen Lackmusprobe des 
Destillats destilliert und der Riickstand mit 25,0 ecm H,S0O,, 5,0g K,SO, 
und einem Kristall CuSO, unter spiiterem Zufiigen von weiteren 10,0 cem 
H,SO, verbrannt). Daraus berechnet sich der N-Gehalt der AHF = 
Gesamt-N — N des Am,SO,-Halbsiittigungsfiltrats, der N-Gehalt der AGF 
= N des Am,S 0,-Halbsittigungsfiltrat:, — Rest-N. 

Die Kritik hat vor allem anzufiihren: erstens, daB in Anbetracht 
des groBen Verbrauchs von Serum eigentlich keine Mikromethodik 
vorliegt (doch kénnte das Verfahren zweifellos auch auf kleinere Mengen 
umgestaltet werden), zweitens, daB die Verwendung von Am,SO, 
(so notwendig an sich sie ware) Bedenken einzufléBen vermag. Doch 
verfiigen wir einstweilen iiber keine eigenen experimentellen Erfahrungen. 


2. Das Verfahren nach Berger- Petschacher*). 


0,4cem Serum werden mit 1,6ccm 0,5proz. NaCl-Lésung versetzt, 
mit gepulvertem Mg SO, gesiittigt, 3 Stunden bei 37° gehalten und gefiltert. 


1) Der auch fiir die Umrechnung des N-Gehalts der ,,Globuline“ auf 
Eiwei8 unter Hintansetzung des genaueren Wertes 6,32 von uns verwendet 
wird. 

2) Cullen-van Slyke, Journ. of biol. Chem. 1920, 8.41. Das Original- 
verfahren verarbeitet Oxalatplasma und bringt auch den Fibrin-N zur 
Bestimmung; obige Darstellung enthalt das Prinzip der Methode bei Ver- 
arbeitung von Serum. 

3) Berger- Petschacher, Zeitschr. f. ges. exper. Med. 36, 1923. 
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Der Niederschlag wird dreimal mit gesiittigter MgSO,-Lésung nach- 
gewaschen, auf dem Filter durch 30 Minuten bei 110° im Trockenschrank 
koaguliert, mit destilliertem Wasser zur Salzverminderung nachgewaschen 
und samt Filter nach Bang verbrannt; das Filtrat wird mit destilliertem 
Wasser etwas verdiinnt, im Wasserbad durch 30 Minuten gekocht, unter 
Priifung auf EiweiBSfreiheit gefiltert, der Niederschlag wie oben nachge- 
waschen und verbrannt. 


3. Das Verfahren nach Gutzeit'). 

Je 10,0cem einer Serum-Wasserverdiinnung 1:49 werden auf 30° er- 
warmt und einerseits mit der gleichen Menge gleichwarmer gesittigter 
Na, 5S O,- Lésung, andererseits mit gepulvertem Na, 8 QO, bis zur Sittigung 
versetzt ; die Niederschlige werden nach lingstens 24 Stunden im Brut- 
schrank gefiltert, einerseits mit halb-, andererseits mit ganzgesittigter 
Na, 8 O,-Lésung_,,tiichtig“* nachgewaschen, mit warmem Wasser gelist, 
bis zur negativen Sulfosalicylprobe direkt in einen Mikrokjeldahlkolben 
ausgewaschen und schlieBlich nach Pregl verbrannt. 


4. Das Verfahren nach Howe?) 

ist als Differenzverfahren zu bezeichnen und bestimmt nach Folin-Farmer-Wu 
a) den Gesamt-N-Gehalt von 0,5 ccm Serum, b) den Rest-N (10,0 cem Fil- 
trat einer Mischung von 0,5 ccm Serum und 15,0 ccm 5proz. Trichloressig- 
siure), ¢c) den N-Gehalt von 5,0 cem Filtrat (0,5 cem Serum werden nach 
Erwirmung auf 37° mit 15,0 ccm gleichwarmer 22,2proz. Na,SO,-Liésung 
versetzt und nach 3 Stunden filtriert). Daraus berechnet sich der N-Gehalt 
der Na,SO,HF = Gesamt-N — N des Halbsiittigungsfiltrats. der N-Gehalt 
der Na,SO,GF = N des Halbsittigungsfiltrats — Rest-N. 


Die Kritik der letzten drei Methoden hat vor allem anzufiihren, 
daB sie auf Grundlage einerseits der Mg SO,-, andererseits der Na, SO,- 
Fallung beruhen, mithin ein Trennungsprinzip beibehalten, dessen 
Effekt dem der Am, SO,-Fillung, wie im vorigen nachgewiesen wurde, 
nicht gleichgesetzt werden kann. Es wurde daher auf eigenen experimen- 
tellen Vergleich der Ergebnisse dieser Verfahren und der Gravimetrie 
mit Bedacht verzichtet. Wird jedoch von diesem prinzipiellen Be- 
denken abgesehen — an sich kénnte ja ebensogut die MgSQ,- oder 
Na, SO,-Fallung als Standardfraktionierung Verwendung finden, wenn 
man ihre schwierigere Reproduzierbarkeit nicht in Betracht zieht —, 
so bleibt lediglich ein Einwand bestehen, der jedoch keine grund- 
sitzliche Bedeutung besitzt. DaB alle diese Methoden an Arbeits- und 
Zeitaufwand die so ungemein expeditive Gravimetrie um bedeutendes 
tiberragen. Hinsichtlich des Vergleichs von kjeldahlometrisch und 
gravimetrisch bestimmten EiweiBmengen an sich und die ausgezeichnete 


1) Guizeit, Zeitschr. f. ges. exper. Med. 39, 1924. 

2) Howe, Das Originalverfahren bringt auch die Unterfraktionen der 
»Globuline“ (,,Euglobuline“‘ ,,Pseudoglobuline I, II‘‘) zur Bestimmung, 
wovon in obiger Darstellung abgesehen wurde. 
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Ubereinstimmung der solcherweise erhaltenen Werte kann auf unsere 
Mitteilung tiber die Maf®analyse des Fibrinogens verwiesen werden!). 


VII. Die Bestimmung auf Grund gesetzmiaBbig quantitativ-chemischer 
Bindung zwischen Eiwei’kirpern und Fallungsmitteln. 

In der Literatur konnte nur ein diesbeziiglicher Hinweis von 
Reitstotter®) gefunden werden, der sich auf eine spiter zu verdffent- 
lichende Methodik von G. Lasch bezieht und iiber ihre Verwendung 
im Rahmen der Am, SO,-Fallung zur Bestimmung der AHF und AGF 
berichtet. 

Die jeweilige EiweiBlésung wird mit 20proz. Sulfosalicylsiure im Uber- 
schuB gefillt, in einem Glaskolben auf 100,0 cem aufgefiillt, 12 Stunden 
stehengelassen, filtriert und in einem aliquoten Teil des Filtrats die Sulfo- 
salicylséure mit carbonatfreier Lauge unter Phenolphthalein riicktitriert. 

Eine eingehende Darstellung der Methodik wurde unseres Wissens 
spiter nicht veréffentlicht, aus welechem Grunde ihre Nachpriifung 
nicht durchgefiihrt werden konnte. Uber die Kritik der optischen 
Methoden und der kombinierten Viskosi-Refraktometrie wird in folgender 
Mitteilung berichtet werden. 


1) W. Starlinger, K. Hartl, Il. Mitteilung in dieser Zeitschr. im Er- 
scheinen. 
*) Reitstotter, Zeitschr. f. Immunforsch. 30, 1920. 
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Uber die Methodik der quantitativen Bestimmung 
der Eiweibkérpergruppen des menschlichen Blutserums. II. 


Von 
W. Starlinger und K. Hartl. 
(Aus der Il. medizinischen Universitiitsklinik in Wien.) 


(Eingegangen am 29. April 1925.) 


Nachdem in der vorausgehenden Mitteilung die Darstellung des 
Ergebnisses der experimentellen Priifung der gravimetrischen und 
kjeldahlometrischen MaBanalyse der Serumeiweibkérpergruppen ab- 
geschlossen wurde, soll im folgenden iiber das Ergebnis der Kritik der 
refraktometrischen Methodik berichtet werden. 


VIL. Die refraktometrische Bestimmung 

beruht grundsitzlich auf der Feststellung des Refraktionsanteils, 
welcher auf das Gesamteiweib, bzw. die einzelnen Eiweibkorpergruppen 
entfallt, und Umrechnung in Grammprozente unter der Annahme, 
erstens, dal} die Gesamtrefraktion die Summe der Teilrefraktionen 
darstellt und solcherweise eine Wechseldifferenzberechnung mdéglich 
und statthaft erscheint, zweitens, dab dem Gesamteiweil}, bzw. den 
einzelnen Eiweibkérpergruppen eine einheitliche und konstante spezi- 
fische Refraktion zukommt. 

Die Kritik der methodisch-technischen Grundlage hat anzufiihren, 
dab die Ablesung im Pulfrichschen Eintauchrefraktometer auf + 0,05 
Skalenteile genau erfolgt, so daB unter einstweiliger Annahme der 
iiblichen Relation: 0,1 Skalenteile = etwa 0.02 g-Proz. EiweiB der 
technisch-methodisch begriindete Ablesefehler fiir eine Ablesung 
+ 0,01 g-Proz. EiweiB betragen wiirde. Die technisch-methodische 
Grundlage kann daher selbst in Erwigung der Netwendigkeit mehrerer 
Ablesungen im Rahmen eines kombinierten Differenzverfahrens und 
dadurch bedingter Vervielfachung des Fehlers als sehr gut bezeichnet 
werden. Die Kritik der methodischen Durchfiihrung hat vor allem die 
Problematik der im vorigen angefiihrten beiden Grundannahmen zu 
beriicksichtigen, wie im folgenden noch eingehend zu zeigen sein wird. 


Biochemische Zeitschrift Band 160. 9 
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Die klassische Methodik der refraktometrischen EiweifSbestimmung 
wurde von Reiss') folgendermaBben festgelegt : 

Zur Bestimmung gelangt lediglich die Vollrefraktion des zu unter- 
suchenden Serums, deren Wert auf Grund angenommener (annihernder) 
Konstanz der GréBe der Nicht-EiweiBkérperrefraktion (np 0,002 77) 
und der spezifischen Refraktion des GesamtserumeiweiBes (7p 0,001 72) 
direkt in Grammprozente Eiweif umgerechnet wird. 

Die Kritik wird vor allem die Giiltigkeit dieser beiden Richtungs- 
werte zu beriicksichtigen haben und wird demgemaB im Rahmen der 
prinzipiellen Bewertung derrefraktometrischen GesamteiweiBbestimmung 
durchgefiihrt werden. 

Als einziges refraktometrisches Verfahren zur quantitativen Be- 
stimmung der Serumeiweibkérpergruppen liegt die Methodik von 
Brailsford- Robertson vor, die, urspriinglich als Makromethodik aus- 
gearbeitet, spater in ein Mikroverfahren*) umgeandert wurde: 

Auf Grund der Refraktionsbestimmung a) des Vollserums npDIs 
b) des Filtrats einer durch Mischung mit gesittigter Am,SO,-Lésung zu 
gleichen Teilen der Globuline beraubten und nachher mit destilliertem 
Wasser doppelt verdiinnten Serumprobe = npy; ¢) des Filtrats einer durch 
Mischung mit n/25 Essigsiure zu gleichen Teilen und nachfolgendem 
Aufkochen (unter bestimmten Kautelen) des GesamteiweiBes beraubten 


Serumprobe mpi; d) der jeweils verwendeten gesiittigten Am,SO,- 
Lésung in vierfacher Verdiinnung = npry, n/50 Essigsiture = npy und 
destillierten Wassers = npyr: wird rechnerisch ermittelt der Brechungs- 


wert: a) der Nichteiweibkérper = (npm — npy) < 2; b) der Am,SO,- 


Ganzsiittigungsfraktion (AGF) = (npr npiv) X 4 (mpl — mpv) X 23 
c) der Am,SO,-Halbsattigungsfraktion (AHF) = npy (np np) 
4 — (npm — "pv) X 2 — npvi. 

Die Umrechnung auf Grammprozente erfolgt durch Division des 
jeweiligen absoluten Wertes der Teilrefraktion durch die jeweilige spezifische 
Refraktion, die nach Robertson fiir NichteiweiB (= 1,0 g-Proz. NaCl) 
np = 0,00160, fiir das EiweiB der AGF np = 0,00177 und fiir das EiweiB 
der AHF np = 0,00229 betrigt. 

Bevor auf die eigene oben angedeutete grundsiatzliche Bewertung 
der Methode eingegangen werden soll, mége in aller Kiirze iiber bereits 
vorliegende kritische Betrachtungen berichtet und die eigene Stellungs- 
nahme dazu begriindet werden: 

Reiss*) wandte ein, daB bei der Essigsiure-Kochfillung einerseits 
durch das EiweiBkoagulum NichteiweiBkérper mitgerissen wiirden, anderer- 
seits die Ausfallung der Eiwei8kérper nur unvollstindig erfolge; weiters, 
daB bei der Am, 8 O,- Fallung im unverdiinnten Serum auch labile ,,Albumine* 
an den ausfallenden ,,Globulin’*- Niederschlag gebunden wiirden ; schlieBlich, 
daB die Temperaturkonstanz unberiicksichtigt bleibe. Berger und Pet- 


1) Reiss, Arch. f. exper. Path. u. Pharm, 51. 1904, 

2) B. Robertson, Journ. of biol. Chem. 11, 1912; 22, 1915. 

3) Reiss, Handb. d. biol. Arbeitsmethoden von Abderhalden 1923, 
Liefg. 106. 
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schacher*) schlossen sich diesen Punkten an und fiigten hinzu, daB die 
rechnerische Anwendung des Differenzverfahrens grundsiitzlich der inneren 
Kontrolle entbehre, ferner, daB das Am,SO,-Prizipitatvolhimen und 
etwaige Unterschiede in der Salzverteilung zwischen Niederschlag und 
Lésung keine Beriicksichtigung finde. Doch konnten sie nachweisen, 
einerseits, daB die Porenfliissigkeit des Am, SO,-Niederschlages die gleiche 
Refraktion besaiBe wie die (abzentrifugierte) iiberstehende klare Fliissigkeit, 
andererseits, da das wirkliche Prazipitatvolumen im Verhialtnis zur 
Gesamtfliissigkeit zu gering wire, um Fehler zu verursachen. SchlieSlich 
fanden sie die Restfliissigkeit nach der Essigsiéurekochfillung der EFiweil- 
kérper ausnahmslos eiweibfrei. 

Wir méchten zu diesen Einwiinden bemerken, erstens, daB im Falle 
tatsichlich zu Recht bestehender Bindung nichteiweiBartiger Kérper an 
das Koagulum, als welche wohl kaum die Kristalloide, sondern hichstens 
kolloidartige und semikolloidartige Kérper der Restrefraktion in Betracht 
kommen, das AusmaB der dadurch bewirkten Fehlbestimmung der Rest- 
refraktion den Bereich der technisch-bedingten Fehlabweichung (Ablese- 
fehler, Pipettierfehler usw.) nicht iiberschreiten diirfte und daher nicht 
beachtet zu werden braucht; zweitens, daB die Sulfosalicvlprobe der Rest- 
fliissigkeit fast ausnahmslos negativ ausfillt, wobei noch festgestellt sei, 
daB die hier und da auftretende geringe Opaleszenz vernachiissigt werden 
darf, da die ihr zugrundeliegende minimale EiweiBmenge, wie aus Parallel- 
proben mit und ohne Auftreten einer Opaleszenz hervorgeht, refrakto- 
metrisch nicht in Erscheinung tritt (offenbar nicht nur wegen ihrer mini- 
malen Quantitaét, sondern auch wegen einer durch die vorausgehende 
Essigsiure- Kochkoagulation wahrscheinlich gemachte Dispersitiits- 
vergréberung im Sinne subvisibler Flockung); drittens, daB eine Vermehrung 
der Am,SO,HF bei Salzfaillung im unverdiinnten Serum, wie aus gravi- 
metrischen Reihenuntersuchungen (s. erste Mitteilung) hervorging, nur 
in seltenen Fallen und in nur geringem AusmaBe vorkommt; viertens, dai 
die Temperaturkonstanz von 17,5° selbstverstindlich einzuhalten ist; 
fiinftens, daB die Méglichkeit der Durchfiihrung einer inneren Kontrolle 
zwar als erstrebenswert, jedoch nicht als unumgiinglich notwendig bezeichnet 
werden darf. Was schlieBlich die beiden letzten Einwendungen Bergers 
und Petschachers anlangt, so konnten sie bereits im Rahmen der gleichen 
Arbeit widerlegt werden, 

Diese bereits vorliegende Kritik der Methuode, welche ausschlieBlich 
die auBere technisch-methodische Gestaltung beriicksichtigte, konnte 
also stichhaltige Einwande von prinzipieller Bedeutung nicht beibringen. 

Die eigene experimentelle Kritik der eingangs festgestellten beiden 
Grundlagen der refraktometrischen Methodik hatte folgendes Ergebnis: 


VIII. Die Priifung der wechselseitigen EinfluBnahme verschiedenbrechender 
Stoffe in einem Lésungsgemisch ohne und bei Anwesenheit von Serumeiwei’. 


Versuchsanordnung. Es wurden die wichtigsten Kristalloide der Rest- 
refraktion (NaCl, Harnstoff, Traubenzucker) je in 0,154 molarer Kenzen- 
tration entsprechend der Konzentration einer 0,9proz. NaCl-Lésung, 
andererseits menschliches (hamoglobinfreies, klares) Blutserum in steigenden 
(ein-, zwei-, drei-, vierfachen) Verdiinnungen auf ihren Brechungswert 


1) Berger und Petschacher, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 36. 1923. 
9* 
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untersucht, wobei als Verdiinnungsmittel jeweils einerseits destilliertes 
Wasser, andererseits die angegebenen Kristalloidlésungen in wechselnder 
Kombination Verwendung fanden. Verglichen wurden die im Rahmen 
jeder (mehrfach) gepriiften Versuchsanordnung experimentell festgestellten 
Brechungswerte mit den aus den Werten der kombinierten Ausgangs- 
lésungen errechneten, und zwar so, daB nach Abzug des Wasserwertes 
(np 1,333 20) nur die auf die jeweils gelisten Kérper entfallende Gesamt- 
refraktion Beriicksichtigung fand. 

Der Vergleich der gefundenen und berechneten Brechungswerte 
(Versuchsreihe 17 bis 25) ergab als gréBte und mittlere Differenz im 


Rahmen der jeweiligen Verdiinnungsreihe folgende Werte: 





‘ se " Grofte Mittlere 

4 BP any Differenz Differenz 

2 in den Ausgangs« zwischen ges zwischen ge- 

a Verdunnungsreihe lésungen vors Neem: a u Nene woe u. 

5 > orper Derechnetem berechnetem 

z handenen kKorper Wert een 

~ Ny 0.0 Np) = 9.000 17, = 0,000 

17. 0,154mol. NaCl-Lésung. . .... 0154 1 og 02 
NN Fe ee ee — | - 

18 0,154mol. Traubenzuckerlésung . . 0347 1 of 06 
ee a ee ee — | ; ’ 

19 0,154mol. Harnstofflésung ... . O131 | og 02 
Oe ee ee ee —_ | i 

PR ie ew ee ee ee 1610—1878 | ee 12 
Pe: WHEE nw sc 6.0 6 6 4 ee — apes 7 

21 0,154mol. NaCl-Lésung. ..... 0154 } 04 03 
0,154mol. Harnstofflésung ... . 0131 | ; 

22 0,154mol. NaCl-Lésung. .... . 0154 1 a6 04 
0,154mol. Traubenzuckerlésung . . 0347 | 

23. ~Serum ee ee ea ee 1610—1878 | 25 14 
9,154mol. NaCl-Lésung. . .. . .; 0154 .o 

en ee & es ww Se es Bs 1610—1878 | 30 13 
0,154mol. Harnstofflésung ... . O131 3 

25 Serum see ee ee ee ee + | 161O—1878 || og 16 
0,154mol. Traubenzuckerlésung . . 0347 j 


Es ergab sich also: 1. daB im Rahmen einfacher Wasserverdiinnung 
die mittlere Differenz zwischen gefundenen und berechneten Werten 
als absolute GréBe genommen fiir die wichtigsten Kristalloide der 
Restrefraktion in den Bereich des Ablesefehlers fiel und fiir Serum das 
dreifache Ausmaf desselben erreichte, somit also in Abhingigkeit 
von der GréBe der Gesamtrefraktion stand; 2. dal im Rahmen einfacher 
Wasserverdiinnung die mittlere Differenz als relative GréBe, bezogen 
auf die Gesamtrefraktion fiir NaCl 1,3, fiir Harnstoff 1,5, fiir Trauben- 
zucker 1,7 und fiir Serum 0,9 Proz. derselben betrug: 3. da in kom- 
binierten Lésungsgemischen die mittlere Differenz sowohl absolut wie 
relativ das gleiche Ausma® erreichte wie bei einfacher Wasser- 


verdiinnung. 
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Da also die im Rahmen gestaffelter Konzentrationsinderungen 
nachweisbaren Differenzen zwischen gefundenem und _ berechnetem 
Brechungswert in Gemischen von SerumeiweiBkérpern und den 
wichtigsten Kristalloiden der Restrefraktion die technisch-methodisch 
begriindete Fehlerméglichkeit nicht iiberschritten, war der SchluB 
zulissig, einerseits, dal} vorgenommene Verdiinnungen die Refraktion 
gesetzmiBig erfabbar andern, andererseits, dais die Gesamtrefraktion 
die Summe der Teilrefraktionen darstellt. 

Dieses Ergebnis steht im Einklang mit den Befunden Robertsons, 
der im Rahmen der Kritik seiner Methodik bei gleicher Fragestellung und 
Verwendung verschiedenster Ausgangssubstrate (Serum, n 10 Saure und 
Lauge, NaCl, viertelgesattigter Am, SO,-Lésung) ebenfalls geniigende Uber- 
einstimmung feststellen konnte. 

Nachdem solcherweise die Kritik der ersten grundsiitzlichen 
Annahme mit giinstigem Ergebnisse fiir die Bewertung der Methode 
abgeschlossen war, konnte an die experimentelle Priifung der zweiten 
prinzipiellen Voraussetzung hinsichtlich des Bestehens einer einheitlichen 
und konstanten spezifischen Refraktion der Serumeiweibkérper ge- 
gangen werden. 


IX. Die spezifische Refraktion der Serumeiweibkérper. 

Um die Fragestellung in Hinblick auf ihre theoretische Allgemein- 
bedeutung und praktisch-methodische Wichtigkeit beantworten zu 
kénnen, mubten zuerst folgende Teilfragen eingehende Untersuchung 
finden: 

1. Die GréBe der Restrefraktion und Fehlabweichung ihrer Be- 
stimmung. 

2. Die GréBe der Gesamteiweibrefraktion und Fehlabweichung 
ihrer Bestimmung. 

3. Die GréBe der spezifischen Refraktion des Gesamteiweibes und 
Fehlabweichung ibrer Bestimmung. 

4. Die GréBe der spezifischen Refraktion der AGF und AHF 
und Fehlerquelle ihrer Bestimmung. 

Vorausgeschickt mége sein, daB alle eigenen Untersuchungen an 
menschlichen Seren zur Durchfiihrung kamen, die wahllos von ver- 
schiedensten (allen hiufiger vorkommenden) pathologischen Zustianden 
stammten ; eine Experimentalgrundlage, welche dem Zwecke, vor allem die 
extrem vorkommenden Anderungen festzulegen, am besten dienen mubte. 


1. Die GréBe der Restrefraktion und Fehlabweichungen ihrer Bestimmung. 


Das Prinzip der Bestimmung beruht darauf, da Serum und 
Essigsiure in geeigneter Konzentration (am besten nach Robertson 
=n/25) zu gleichen Teilen gemischt und im zugeschmolzenen Glas- 
rohr gekocht werden, worauf nach Abzentrifugieren des EiweiBkoagulums 
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aus der Brechung der iiberstehenden (eiweiBfreien) Fliissigkeit (Refrak- 
tion 1), die eine wisserige Lésung von n/50 Essigsiure und der nicht- 
koagulablen Serumkérper in halber Konzentration darstellt, und der 
bekannten Brechung n/50 Essigsiure (Refraktion 11) die Grébe der 
testrefraktion nach der Formel: RR (= Refraktion |— Refraktion Il) x 2 
berechnet wird. 

Versuchsreithe 26. Der Vergleich der Brechungswerte der Restfliissig- 
keiten ergab in neun Parallelbestimmungen, deren Ganzrefraktionen 18,7 
bis 19,2 Skalenteile betrugen, dreimal keine Differenz und sechsmal eine 
solche im AusmaS von einmal 0,05, dreimal 0,1, zweimal 0,15 Skalenteilen; 
bei Umrechnung in die entsprechenden RR, deren Grenzwerte np = 0,002 36 
bis 0,002 86 betrugen, stelltensich die Differenzen, in Einheiten des Brechungs- 
index ausgedriickt, auf np 0,000 04, 0,00008, 0,000 12. Es wurde demnach 
als mittlere Differenz zwischen zwei Parallelbestimmungen der Rest- 
refraktion np 0,00006 beobachtet, so daB die mittlere +-Abweichung 
uD + 0.00003 betrug. 

Uber die GréBe der RR liegen in der Literatur Angaben von 
Reiss, |.c., Rohrer4), Berger und Petschacher, l.c., Neuhausen und 
Rioch*) vor: 

Reiss fand die np der RR in einem Schrépfkopfserum = 0,00269, 
im Eigenserum = 0,00271 und in einem Pferdeserum 0,00271 (welche 
Angaben deshalb im einzelnen hier verzeichnet werden, weil sie trotz ihrer 
schmalen Basis als Grundlage der in vielen spiiteren klinischen und _ bio- 
logischen Arbeiten angewandten refraktometrischen Serumanalyse dienten) ; 
Rohrer gab als mittlere GréBe der RR np = 0,00206 (nach Untersuchungen 
an 24 Rinder- und Pferdeseren und acht Menschenseren) an; Neuhausen 
und Rioch verzeichnen als Richtungswert np 0,002 20; die eingehendsten 
Untersuchungen stammen von Berger und Petschacher, welche in 57 Fillen 
Schwankungen von np 0.00138 bis 0.00408 um einen Mittelwert von 
np 0.00236 heobachieten. Robertson setzte als GriBe der RR will- 
kiirlich den Brechungswert einer m 6 NaCl-Lésung np 0.00160 ein. 

Eigene Untersuchungen kamen an 77 Seren zur Durchfiihrung. 

Versuchsrethe 27. In 77 Bestimmungen einer Serie wurden folgende 
GriBen der RR, deren Grenzwerte np 0,00208 bis 0,00376 betrugen, 
festgestellt: 





GréBe der RR), 0,00 A Aw BHA SE HAM BBD WND BNI 


Zahl d. Bestimmungen 1 2 6 13 9° 3 8 146 8 4 2,2 #1 ~=1 





Mittelwert n,, = 0,00 . 24 

2. Die GréBe der GesamteiweiBrefraktion (GER) und Fehlabweichung threr 
Bestimmung. 

Das Prinzip der Bestimmung beruht darauf, dab vom Brechungs- 

wert des Serums der Brechungswert der RR und des destillierten 


!) Rohrer, Schweizer med. Wochenschr. 52, 22, 1922 (Ber. fiir die ges. 
Physiol. 15, 412, 1923.) 
2) Neuhausen und Rioch, referiert Ber. f. ges. Physiol. 20, 196, 1923. 











he 


n 








Bestimmung der EiweiBkérpergruppen des menschlichen Blutserums. I]. 135 
Xe & 


Wassers (n), 1.33320) in Abzug gebracht wird, und findet dem- 
gemaB seine Fehlerquellen in der Fehlerméglichkeit der Bestimmung 
beider Werte. Da aber eine Differenz der Vollrefraktionen bei Parallel- 
bestimmungen nur ausnahmsweise zur Beobachtung kommt und auch 
dann das Ausmab des Ablesefehlers nicht tiberschreitet, kann die dies- 
beziigliche Fehlerméglichkeit auBber acht gelassen werden, so dal die 
Zuverlissigkeit der Bestimmung der GER lediglich von der Zuver- 
lissigkeit der Bestimmung der RR abhangig bleibt: die mittlere Ab- 
weichung zwischen zwei Parallelbestimmungen betrigt demnach eben- 
falls np, = 0,00006, die mittlere +-Abweichung fiir eine Bestimmung 
np = +0,00003. 

Uber die GréBe der GER scheinen in der Literatur systematische 
Angaben nicht vorzuliegen. 

Versuchsreithe 28. In 77 Bestimmungen einer Serie wurden folgende 
GréBen der GER zwischen den Grenzwerten: np = 0,01118 bis 0.01774 
festgestellt: 








Grobe der GER Nn», = 00 11 12 13 14 15 16 17 
Zahl der Bestimmungen 3 s 23 27 ll 4 1 
Mittelwert n, = 0.0 . . 135 


3. Die GréBe der spezifischen Refraktion des GesamteiweiBes (GE) und Fehl- 
abweichung threr Bestimmung. 

Das Prinzip der Bestimmung der spezifischen Refraktion beruht 
auf dem Vergleich der GER und des maBanalytisch ermittelten GE- 
Gehalts in dem Sinne, daB die Brechung von 1 g-Proz. Eiwei} auf 
Grund der Division des ersten durch den zweiten Wert festgesetzt 
wird. Die mittlere Fehlerméglichkeit ist demgemaB wieder die Summe 
der mittleren Fehlerméglichkeit beider Bestimmungen, welche fiir 
den ersten Wert 2, = 0.00006, fiir den zweiten Wert 0,24 g-Proz. 
(siehe erste Mitteilung) bzw. als mittlere +-Abweichung fiir eine Be- 
stimmung ausgedriickt x, +0,00003 und + 0,12 g-Proz. betrigt. 

Der GE-Gehalt wurde mittels der gravimetrischen MaBanalyse 
(siche erste Mitteilung) ermittelt. 

Der Mittelwert aus 147 gravimetrischen Bestimmungen des G E- 
Gehalts betrug 6,50 g-Proz. (siehe erste Mitteilung). 

Werden die solcherweise an sehr groSem Material festgelegten 
Mittelwerte des GER- und GE-Gehalts zueinander in vorher dar- 
gelegter Weise in Beziehung gebracht, einerseits zur Orientierung tiber 
die mutmaBliche GréBenordnung der spezifischen Refraktion des GE, 
andererseits zur Berechnung der mittleren Fehlerméglichkeit der Be 


stimmung, so ergibt sich: 
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Hinsichtlich der ersteren Fragestellung das Verhiiltnis: 0,01350 
: 6,50 0,002 08. 

Hinsichtlich der zweiten Fragestellung folgende Uberlegung: Aus 
einer Anderung der GER im Ausmaf der mittleren +-Abweichung 
(n, — 001350 + 03) resultiert eine Anderung der spezifischen Re- 
fraktion im AusmaB von: xn, = + 0,00001, aus einer Anderung des 
GE-Gehalts im Ausma®i der mittleren +-Abweichung (6,50 + 0,12) 
resultiert eine Anderung der spezifischen Refraktion im Ausma’ von 
hp = + 0,00004. 

Die mittlere +-Abweichung der Bestimmung der spezifischen 
Refraktion des GE erreicht demzufolge bei einer mutmaBlichen GréGBen- 
anordnuung von: #, = 0,00208 das AusmaB von xn, = + 0,00005. 

Zur genaueren Feststellung der GroéBenanordnung der spezifischen 
Refraktion des GE wurden GER- und GE-Gehalt in einer groBen 
Reihe parallel bestimmt. 

Versuchsreihe 29. In 69 Bestimmungen einer Serie wurden folgende 
GréBen der spezifischen Refraktion des GE zwischen den Grenzwerten 
np = 0,00177 bis 0,00258 festgestellt : 








GréBenordoung der spez. Refraktion des GE Np, = 0,00 17 | 18 | 19; 2) 21 | 22) 23 | 24) 25 
Zahl der Bestimmungen ........)2/17/;20'16';5|5 2/1) 1 
Mittelwert n, = 0,00. .......--. 196 


In der Literatur liegen iiber die GréBe der spezifischen Refraktion des 
GE folgende Angaben vor: Reiss (1. c.) bestimmte sie an einem mensch- 
lichen Schrépfserum mit np = 0,00170, an einem Pferdeserum mit 
np = 0,00175 und nahm den Mittelwert np = 0,00172 als Umrechnungs- 
grundlage auf Grammprozente Eiweib. Rohrer (l.c.) beobachtete in Be- 
stimmurigen von 17 (davon fiinf menschlichen) Seren einen Mittelwert 
von np = 0,00178 zwischen den Grenzewrten np = 0,00172 bis 0,00184; 
Robertson (|. c.) nahm als Richtungswert np = 0,00195, Neuhausen und 
Rioch (l. ¢.) np = 0,00194 an. 


4. Die GréBe der spezifischen Refraktion der AGF und AHF und die Fehl- 
abweichung threr Bestimmung. 

Die Bestimmung der spezifischen Refraktion der Serumeiweib- 
kérpergruppen kann prinzipiell auf zweierlei Weise erfolgen, indem 
jede EiweiBgruppe entweder in isolierter Lésung (nach Entfernung 
des Fillungssalzes) oder im Lésungsgemisch des nativen Serums (bei 
Anwesenheit des Fillungssalzes) auf das Verhaltnis der Refraktion 
zur Konzentration des gelésten EiweiBes untersucht wird. 

Die Versuchsbedingungen gestalten sich im ersten Falle so, dab 
die AGF und AHF elektiv durch Am, SQO,-Ganz- bzw. Halbsattigung 
zur Abscheidung gebracht, durch ausgiebiges Waschen mit gesittigter 
bzw. halbgesattigter Am, SO,-Lésung méglichst vollkommen gereinigt 
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und schlieBlich durch geeignete Dialyse gegen reines Wasser oder eine 
leicht besalzte Aubenfliissigkeit bekannter Zusammensetzung vom 
Am,SO, befreit werden. Die im Falle reiner Wasserdialyse aus- 
gefallenen EiweiBkérper der AHF werden durch optimalen Salzzusatz 
méglichst vollkommen in Lésung gebracht und in der durch Ab- 
zentrifugieren vollig geklirten Fliissigkeit die EKiweiBrefraktion (durch 
Abzug der Rest- und Wasserrefraktion von der Vollrefraktion) und 
-konzentration bestimmt. Im Falle besalzter AuBenfliissigkeit gelangt 
von vornherein nur jener labile Teil der AH F, der bei geringsten dena- 
turierenden Einfliissen seine Léslichkeit irreversibel verliert, zur Ab- 
scheidung und wird durch Filtrieren oder in der Zentrifuge entfernt. 
Doch darf in diesem Falle nicht die Refraktion der Aubenfliissigkeit 
der Restrefraktion des Dialysats gleichgesetzt werden, da der erstere 
Wert den letzteren, wie eigene Beobachtungen (Versuchsreihe 30) 
ausnahmslos zeigten, vielfach um bedeutendes tiberragt. 

Die Kritik dieser Versuchsanordnung, in deren Rahmen alle bis- 
herigen Untersuchungen jiber die spezifische Reaktion der Eiweib- 
kérpergruppen durchgefiihrt wurden, hat als wichtigste Einwiande 
anzufiihren: erstens, da die Einfliisse, denen die jeweiligen Eiweib- 
kérper im Verlauf des Fallungs-Reinigungs-Dialysierprozesses ausgesetzt 
sind, mit groBber Wahrscheinlichkeit Stérungen der physiko-chemischen, 
vielleicht auch der konstitutiv-chemischen Struktur und damit not- 
wendigerweise Anderungen der spezifischen Refraktion in nicht ver- 
folgbarem Ausmaf verursachen:; zweitens, das im Verlauf des 
teinigungs-, namentlich aber des Dialyvsierverfahrens ein Teil jeder 
FiweiBfraktion verloren geht und daher auf die schlieBliche Fest- 
setzung der spezifischen Refraktion ohne EinfluB bleibt, eine Fehler- 
quelle, die vor allem in Hinblick auf den regelmaBigen Verlust des 
labilsten AH F-Anteils Bedeutung gewinnen muB. 

In der Literatur liegen folgende Angaben, die auf dieser Versuchs- 
anordnung basieren, vor: Reiss!) bestimmte in zwei Versuchen die spezifische 
Refraktion von ,,Euglobulin“ mit np = 0,00224, von ,,Pseudoglobulin IT" 
mit mp = 0,00230, von ,,Albumin** mit np = 0.00183; Schorer*) in sechs 
Versuchen die spezifische Refraktion von ,,Globulin** mit np = 0,00230 
bis 0,00270, im Mittel np = 0,00245, fiir ,,Albumin“ mit np 0,001 75 
bis 0,00198, im Mittel: np = 0,00188; Rohrer (|. c¢.) die spezifische Re- 
fraktion von ,,Globulin™ in elf Bestimmungen (davon zweimal an mensch- 
lichen Seren) mit ”p 0,001 79 bis 0,001 80, im Mitte] 0,001 77, fiir ,,.Albumin 
in zw6lf Bestimmungen (davon drei am Menschen) mit »p 0.00174 bis 
0,001 80, im Mittel np 0,001 77; schlieBlich Robertson (1. c.) die spezifische 
Refraktion von (Euglobulin) mit np 0,00229, von ,,Albumin“ mit 
np = 0,00247. 


1) Reiss, Hofmeisters Beitr. 4, 1904. 
2) Schorer, Korr.-Bl. f. Schweiz. Arzte 1913, S. 1523. 
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Eigene Untersuchungen dienten nur orientierenden Zwecken und 
wurden daher in geringem Umfange durchgefiihrt ; als Versuchsmaterial 
fanden ausschlieBlich menschliche Seren Verwendung. 


Die Versuchsanordnung, deren genaue Angabe zur Bewertung jedes 
diesbeziiglichen Ergebnisses notwendig erscheint, gestaltete sich im einzelnen 
folgendermaBen: jedes Serum wurde nach dreifacher Wasserverdiinnung 
mit gesiittigter Am,SO,-Lésung zu gleichen Teilen versetzt und durch 
Schleicher-Schiill- Blaubandfilter geschickt ; der Niederschlag (AHF) wurde 
mit halbgesa&ttigter Am,SO,-Lésung bis zu negativen EiweiBreaktion 
gewaschen, das Filtrat und Waschwasser mit feingepulvertem Am,SO, 
bis zur Sattigung versetzt und wie oben gefiltert. Beide Niederschlige 
wurden ohne vorherige Wasserauflésung in Pergamentschlaéuche  iiber- 
tragen, zuerst 3 Tage gegen flieBendes Leitungswasser und dann 1 Tag 
gegen 0,9proz. NaCl-Lésung oder Normosal unter mehrfachem Wechsel 
der AuBenfliissigkeit dialysiert. Die entnommenen Dialysate wurden 
scharfzentrifugiert, die Bestimmung der Konzentration erfolgte auf gravi- 
metrischem Wege, die Bestimmung der EiweiB- und Restrefraktion wurde 
wie im Rahmen der Robertsonschen Methodik vorgenommen. Bemerkt 
soll werden, daB die Filterung méglichst beschleunigt und jede Eintrocknung 
peinlichst vermieden wurde. ‘Trotzdem konnte die dialysierte AHF 
niemals quantitativ in Lésung tibergefiihrt werden, und selbst das Dialysat 
der AHF setzte in der hochtourigen Zentrifuge stets ein kleines Sediment ab. 
AuBerdem blieben beide Dialysate auch nach langem Zentrifugieren eine 
Spur opaleszent. Die Restrefraktion betrug maximal np = 0,00083, 
welcher Wert nur wenig unterschritten wurde. 

Versuchsreihe 31. Die solcherweise durchgefiihrte Bestimmung der 
spezifischen Refraktion der AGF ergab in sechs Dialysaten, deren Eiweib- 
refraktionen zwischen den Grenzwerten np = 0,00052 bis 0.00204, deren 
EiweiBkonzentrationen zwischen den Grenzwerten 0,36 bis 1,03 g-Proz. 
lagen, die Werte: np 0,00137, 0,00144, 0,00148, 0.00174, 0,00193, 
0,002 04. : ’ 

‘Versuchsreihe 32. Die Bestimmung der spezifischen Refraktion der 
AHF ergab in sieben Dialysaten, deren EiweiBrefraktionen zwischen den 
Grenzwerten np = 0,00370 bis 0.00840, deren EiweiBkonzentrationen 
zwischen den Grenzwerten 1,22 bis 3,64 g-Proz. lagen, die Werte: 
np = 0.00214, 0.00216, 0.00230, 0.00271, 0.00308, 0,003 12. 


Der Mittelwert der spezifischen Refraktion betrug also bei Be- 
stimmung in isolierter Lésung fiir die Eiweiikérper der AGF 
ny, = 0.00166, fiir die Eiweibkérpergruppe der AHF xn, = 0.00265. 
Die mittlere +-Fehlabweichung kann, wie im vorigen Abschnitt mit 
np» = +0,000005 angenommen werden, da die gleichen Fehlerquellen 


in Betracht zu ziehen sind. 

Versuche zur Bestimmung der spezifischen Refraktion im Loésungs- 
gemisch des nativen Serums bei Anwesenheit des fillenden Salzes 
wurden bisher nie durchgefiihrt. Sie schienen auf Grund der ersten 
Voraussetzung, welche der Rohertsonschen Methodik zugrunde liegt. 
daB die Gesamtrefraktion die Summe der Teilrefraktionen auch bei 
Anwesenheit von Am, SQ, darstellt und dadurch eine Wechseldifferenz- 
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berechnung méglich wird, aussichtsreich und verlangten lediglich eine 
maBanalytische EiweiBbestimmung parallel zur Refraktionsbestimmung. 

Die Fehlerméglichkeit der Bestimmung der spezifischen Refraktion 
der AHF und AGF summiert sich aus der +-Abweichung des mal}- 
analytischen Eiweibwerts einerseits, der RR und Refraktion des Serum- 
Am, 80O,-Filtrats andererseits, wobei die +-Abweichung des AH F.- 
Eiweibwerts (welche im Rahmen der Differenzrechnung zur Feststellung 
gelangt) doppelte GréBe (= + 0,24 g-Proz.; siehe erste Mit. 
teilung) erreicht. Als mittlere Differenz zwischen zwei Refraktions- 
bestimmungen des Serums-Am, 8 O,-Filtrats wurde in Versuchsreihe 33 
np = 0,00005 beobachtet, die mittlere +-Abweichung fiir eine Be- 
stimmung betrug demgemaiB xn, = + 0,00003. 

Versuchsreihe 33. Der Vergleich der Brechungswerte halbverdiinnter 
Serum-Am, 8 O,-Filtrate ergab in zehn Parallelbestimmungen, deren Grenz- 
refraktionen np = 0,02055 bis 0.02197 betrugen, einmal keine Differenz, 
viermal eine solche von np 0,00002, einmal 0.00005, und 0,00006, 
zweimal 0,00008, einmal 0,000 16. 

Die mittlere +-Abweichung fiir eine Bestimmung der spezifischen 
Refraktion berechnet sich demzufolge im  ungiinstigsten  Falle 
(= Addition aller Fehlerquellen) fir die AGF mit nxn, = + 0,0006 
(= Summe aus der +-Abweichung der Bestimmung des mabanalyti- 
schen EiweiSwertes: n, = 0,00004, der RR: np, = + 0,00001, des 
Serums - Am, SQ, - Filtrats: nx, = + 0,00001); fiir die AHF mit 
Rp = + 0,9000010 (-= +-Abweichung der Bestimmung der AGF unter 
Beriicksichtigung der doppelten +-Abweichung der Bestimmung des 
maBanalytischen EiweiBwertes: x, = 0,00008). 

Versuchsanordnung.  Durchfiihrung der Robertsonschen Methodik mit 
geniigend groben Serummengen, um gleichzeitig die Konzentration des 
EiweiBgehalts im Filtrat des Gemisches: Serum—halbgesattigte Am, SO, 
Lésung gravimetrisch bestimmen und dem gravimetrisch ermittelten G E- 
Gehalt gegeniiberstellen zu kénnen. 

Versuchsreihe 34. Die solcherweise durchgefiihrte Bestimmung der 
spezifischen Refraktion der AGF von 23 Seren ergab folgende Werte: 
nD 0.00108, O.00114, 0.00124, O,OOL31, O.00135, O.00138, O.00155, 
0.00158, 0.00165, 0.00169, 0.00175, O.001T85, 0.00192, O.00195, 0.00200, 
0,002 24, 0.00225, 0.00228, 0.00240, 0.00242, 0.00253, 0.00266, 0.00291, 

Versuchsreihe 35. Die Bestimmung der spezifischen Refraktion der 
AHF von 20 menschlichen Seren ergab folgende Werte: np O.001 26, 
0.00142, 0.00152, O.09165, O.00OL76, O.001L99, 0.00206, 0.002 12, 0,002 13, 
0,002 15, 0,002 16, 0.00237, 0.00245, 0.00286, 0.00287, 0.003 26, 0.00332, 
0.003 84, 0.00466, 0.00493, 

Der Mittelwert der spezifischen Refraktion betrug also bei Be- 
stimmung im Lésungsgemisch (bei Anwesenheit des Fallungssalzes 
Am, SQ,) fiir die EiweiBkérper der AGF n,, = 0.00187, fiir die Eiweil 
kérper der AHF n,, == 0.00254. 
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5. Zusammenfassung und Erérterung der Ergebnisse dieses Abschnittes. 

Die systematische experimentelle Priifung der zu Beginn dieses 
Abschnitts angefiihrten Teilfragen konnte mithin fiir die Beantwortung 
derselben folgende Tatsachen sicherstellen und allgemein-theoretische 
Annahmen begriinden. (Auf die fiir die Beurteilung der praktischen 
Methodik daraus ableitbaren Folgerungen wird in den beiden niachsten 
Abschnitten eingegangen werden.) 

1. Die GréBe der RR schwankte um einen Mittelwert x, = 0,00240 
zwischen den Grenzwerten von », = 0.00208 bis 0.00376, die Aus- 
schlagsbreite von n, = 0,000168 erreichte also ungefihr drei Viertel 
des Mittelwerts: eine einheitliche GroBe der RR darf demzufolge nicht 
angenommen werden. Die mittlere +-Abweichung ihrer Bestimmung 
betrug np + 0.00003, somit einen Bruchteil der Ausschlagsbreite 
und darf demgemiB der Vernachlassigung anheimfallen. 

2. Die GréBbe der GER schwankte um einen Mittelwert von 
np = 0,01350 zwischen den Grenzwerten n, = 0,001 188 bis 0,00L774, 
also innerhalb einer Ausschlagsbreite von n,, = 0,0439; die mittlere 
+-Abweichung ihrer Bestimmung betrug x, = + 0,000003 und darf 
demnach vernachlassigt werden. Die Ausschlagsbreite der RR betrug 
mehr als !/,) des Mittelwertes der GER; ihre Vernachlissigung darf 
demnach auch aus diesem Grunde nicht erfolgen. 

3. Die GréBe der spezifischen Refraktion des GE schwankte um 
einen Mittelwert von np 0,00196 zwischen den Grenzwerten 
np = 0.00177 bis 0.00258, die Ausschlagsbreite von n, == 0,00079 
erreichte also? ; des Mittelwertes : eine einheitliche GréBe der spezifischen 
Refraktion des GE kann demzufolge nicht aufgestellt werden. Die 
mittlere +-Abweichung ihrer Bestimmung betrug n,) = + 0,00005, 
somit '/,, der GréBenordnung der Ausschlagsbreite und darf daher 
vernachlassigt werden. 

4. Die GréBe der spezifischen Refraktion der AGF schwankte 
bei Bestimmung in isolierter Lésung um n, = 0,00166 zwischen den 
Grenzwerten x, = 0,00137 bis 0.00204, bei Bestimmung im Lésungs- 
gemisch des nativen Serums (und bei Anwesenheit von Am,SQO, in 
1/, gesittigter Lésung) um n, = 0,00187 zwischen den Grenzwerten 
von np = 0,00108 bis 0,00291; die Ausschiagsbreite erreichte also im 
ersten Falle , = 0,00067 und somit ?/; des Mittelwertes; im zweiten 
Falle x, = 0,00183 und somit fast die GréBe des Mittelwertes: eine 
einheitliche GréBe der spezifischen Refraktion der AGF darf dem- 
zufolge nicht angenommen werden. Die mittlere +-Abweichung 
betrug im ersten Falle n,) = + 0,00005, im zweiten  Falle 
np = +0,00006, somit ein 1'/,; bzw. 1/59 der GréBenordnung der 
Ausschlagsbreite und darf daher vernachlassigt werden. 














8. 
eses 
ung 
sche 
‘hen 
sten 


240 
\us- 
rtel 
icht 
ung 
eite 


von 
174, 
lere 
larf 
rug 


larf 


um 
‘ten 
N79 
hen 
Die 
105, 
her 


kte 
den 
1gs- 
_ in 
ten 
im 
ten 
ine 
“m- 
ing 
alle 


der 








Bestimmung der EiweiBkérpergruppen des menschlichen Blutserums. IT. 141 


Die Grobe der spezifischen Refraktion der AHF schwankte bei 
Bestimmung in isolierter Lésung um np = 0,00265 zwischen den 
Grenzwerten n, = 0,00214 bis 0.00312, bei Bestimmung im Lésungs- 
gemisch (im Rahmen der Difterenzberechung) um = xn, = 0,0254 
zwischen den Grenzwerten n,, — 0.00126 bis 0.00493; die Ausschlags- 
breite erreichte also im ersten Falle nx, = 0.00098 und somit fast 
2, des Mittelwertes, im zweiten Falle np, = 0.00267 und somit etwas 
mehr als den Mittelwert, die mittlere +-Abweichung betrug im ersten 
Falle np, = + 0.00005, im zweiten Falle x, - 0.00010 und somit 
1 og bzw. ' /¢ der Ausschlagsbreite und darf daher vernachlissigt werden. 

Der kritische Vergleich dieser Ergebnisse mit den in der Literatur 
vorliegenden Angaben hat vor allem festzustellen, dab quantitativ 
und qualitativ geniigende Versuchsreihen an pathologischen Menschen- 
seren nur hinsichtlich des Verhaltens der RR (Berger und Petschacher), 
nicht aber hinsichtlich der spezifischen Refraktion vorliegen. Unter- 
suchungen zur Klarung der letzteren Fragestellung verarbeiteten 
meist (Reiss, Rohrer) oder (anscheinend) ausschlieflich Viersera ( Robert- 
son): wenn aber Menschensera: so einerseits in durchaus ungeniigender 
Anzahl ( Reiss: 2; Rohrer: fiir die Bestimmung der spezifischen Refraktion 
des GE: 5, der AGF: 3, der AHF: 2), andererseits (anscheinend) 
stets von normalen Versuchspersonen. Weiter wurden alle spezifischen 
Refraktionen an Eiweibkérpern an isolierter Lésung bestimmt, ein 
Vorgehen, das entsprechend den friitheren Ausfiihrungen besonders 
geeignet scheint, kiinstlich verhaltnismabig einheitliche Werte zu er- 
zielen. Die einzige gréBere vorliegende Versuchsreihe zur Bestimmung 
der spezifischen Réfraktion, die anscheinend auch pathologische Seren 
verarbeitete (Schorer: sechs Bestimmungen), brachte denn auch bereits 
erhebliche Differenzen der spezifischen Refraktion der AGF und der 
AHF zur Feststellung. Aus allen diesen Griinden erscheint es daher 
verstindlich, einerseits, daBb bei dem vorliegenden eigenen, um ein 
Vielfaches gréBeren Versuchsmaterial so bedeutende Ausschlags- 
breiten beobachtet wurden, andererseits, dab die beobachteten Mittel- 
werte verhaltnismaBig geringe Abweichungen von den Mittelwerten 
der Literatur zeigten. 

Hinsichtlich allgemein theoretischer Fragestellung aber scheinen 
die vorliegenden Ergebnisse dafiir zu sprechen, dab jede einzelne Serum- 
eiweiBkérpergruppe sowohl physikalisch-chemisch als auch struktur- 
chemisch eine Komplexgruppe von EiweiBkérpern verschiedener Eigen- 
schaften darstellt, deren quantitative Zusammensetzung namentlich 
bei pathologischen Seren ausgepragten und wechselnden Anderungen 
unterliegt. Von einer einheitlich-konstanten spezifischen Refraktion 
des Gesamtserumeiweifes oder der einzelnen Serumeiweibkorper- 
gruppen kann daher iiberhaupt nicht gesprochen werden. —Sicher 


142 W. Starlinger u. K. Hartl: 


scheint nur angenommen werden zu kénnen, dab die spezifische 
Refraktion der AHF ausnahmslos nnd in mehr oder weniger be- 
deutendem, immer aber weit iiber der Grenze der Fehlbestimmung 
gelegenem Ausmabe die spezifische Refraktion der AGF itiberragt. 

Nachdem  solcherweise die experimentelle Kritik der zweiten 
eingangs zur Priifung aufgestellten Grundlage der refraktometrischen 
Eiweibbestimmung mit ungiinstigem Ergebnis fiir die Beurteilung der 
praktischen Methodik abgeschlossen war, mubte schlieBlich als letztes 
Kriterium der direkte Vergleich der mit refraktometrischer Methodik 
und direkter MaBanalyse erhaltenen Resultate herangezogen werden. 


X. Die grundsiitzliche Kritik und experimentelle Priifung der Bestimmung 
des GE nach Reiss und Robertson, 


1. Die grundsatzliche Kritik der GE-Bestimmung nach Reiss 
hat also anzufiihren, daB entsprechend den vorausgehenden Fest- 
stellungen keine der beiden Grundlagen der Methodik: weder die an- 
nihernd gleiche GréBe der RR, noch die Einheitlichkeit und Konstanz 
der spezifischen Refraktion des GE zu Recht besteht. 

In der Literatur liegen iiber den Vergleich der refraktometrisch 
nach Reiss und maBanalytisch erhaltenen GE-Werte folgende An- 
gaben vor: 


Reiss selbst erklarte in seiner letzten zusammenfassenden Darstellung 
(Handb. d. biol. Arbeitsmethoden), daB der refraktometrische EiweiBwert 
nicht ohne weiteres mit auf andere Art ausgefiihrten EiweiBanalysen iiber- 
einstimmt, vielmehr nach Vergleichsanalysen von Béhme zu hoch liegt, 
was aber praktisch keine Rolle spielt, wenn man nur die refraktometrischen 
Werte unter sich vergleicht. Berger und Petschacher (1. c.) verglichen den 
GE-Gehalt von zwélf Seren nach Reiss und Kjeldahl und fanden in allen 
Bestimmungen Differenzen im Sinne: Reiss > Kjeldahl, und zwar im Aus- 
maB von 0,04 bis 1,53 g-Proz., im Mittel 0,93 g-Proz., ebenso Ha/ner*) 
in vier Bestimmungen im AusmaB von 0,37 bis 0,69 g-Proz., im Mittel 
0,52 g-Proz., und Frey*) in 25 Bestimmungen im AusmaB von 0,3 bis 
2,2 g-Proz., im Mittel 1,14 g-Proz. 


Eigene Untersuchungen, verglichen in 79 Doppelanalysen den 
gravimetrisch und refraktometrisch nach Reiss erhaltenen Eiweibwert, 
ergaben in allen Bestimmungen einen kleineren ersten und gréberen 
zweiten Wert: 

Versuchsreihe 36. Die GE-Werte nach Reiss betrugen 6,3 bis 9,7 g-Proz., 
die gravimetrisch ermittelten 4,1 bis 8,2 g-Proz. Die Differenzen verhielten 
sich folgendermaBen: 


1) Hajner, Schm. A. 1924, 8S. 101. 
2) vu. Frey, Bz. 1924, S. 148. 
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Differenz in g-Proz. 0,1 05 1,0 1.5 2.0 2,5— 
Zahl der Bestimmungen., . ... 3 13 30 27 4 2 
Mittelwert in g-Proz. ...... 13 


Die grundsitzliche Kritik der GE-Bestimmung nach Robertson, 
welche auf der Summation der gesondert festgestellten AGF- und 
AH F-Gehalte beruht, hat anzufiihren, da die Grundlage der Methodik : 
die Einheitlichkeit und Konstanz der spezifischen Refraktion der beiden 
EiweiBkérpergruppen nicht angenommen werden kann. 


In der Literatur liegt iiber den Vergleich der refraktometrisch nach 
Robertson und maBanalytisch gewonnenen GE-Werte anscheinend nur 
eine Angabe von Berger und Petschacher (\. ¢.) vor, welche in zwilf Parallel- 
bestimmungen nach Robertson und Kjeldahl siebenmal! Differenzen im Sinne: 
Robertson > Kjeldahl im AusmaB von 0,05 bis 0,61 g-Proz. und fiinfmal im 
entgegengesetzten Sinne im AusmaB von 0,02 bis 0,84 g-Proz. feststellten ; 
die Differenz betrug im Gesamtmittel unter Abstraktion von der Ausschlags- 
richtung 0,32 g-Proz. 


Eigene Parallelbestimmungen nach der Robertsonschen und 
gravimetrischen Methodik hatten folgendes Ergebnis: 


Versuchsreihe 37. Der Vergleich ergab in 26 Parallelanalysen, deren 
GE-Grenzwerte zwischen 5,7 bis 8,3g-Proz. (Robertson) und 4,2 bis 
8,2 g-Proz. (Gravimetrie) lagen: dreimal keine Differenz, 19mal eine solche 
im Sinne: Robertson > Gravimetrie, im AusmaB von 0,1 bis 2,1 g-Proz., 
viermal im entgegengesetzten Sinne im Ausmafi von 0,3 bis 0,6 g-Proz. 








Differenz in g-Proz. 0,0 o1— O05 1,0 * 15- 
Zahl der Bestimmungen ....... 3 7 5 7 4 
Mittelwert in g-Proz....,.....-. 0,7 


Uber den Vergleich der refraktometrisch nach Reiss und Robertson 
ermittelten Werte finden sich in der Literatur folgende Angaben: 


Berger und Petschacher (\.¢.) fanden in 39 Parallelbestimmungen 
38mal eine Differenz im Sinne: Reiss > Robertson im AusmaB von 0,2 bis 
2,1 g-Proz., einmal im entgegengesetzten Sinne im AusmaB von 0,4 g-Proz., 
im Gesamtmittel einen Unterschied von 0,86 g-Proz.; Hafner (l.¢.) ver- 
zeichnete in vier Parallelbestimmungen immer Differenzen im Sinne: 
Reiss > Robertson im AusmaB von 6,25 bis 0,34 g-Proz., im Mittel 
0,30 g-Proz. 


Eigene Paralleluntersuchungen ergaben folgendes Resultat: 


Versuchsreihe 38. In 28 Vergleichsanalysen, deren Grenzwerte 6,3 
bis 9,9 g-Proz. (Reiss) und 5,7 bis 8,9 g-Proz. (Robertson) betrugen, fand 
sich ausnahmslos ein Unterschied im Sinne: Reiss > Robertson im AusmaB 
von 0,3 bis 1,6 g-Proz. 
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Differenz in g-Proz. 01 0,5 — 1,0— 1,5 - 
Zahl der Bestimmungen ... . 4 l4 7 3 
Mittelwert in g-Proz....... 0.8 


Der kritische Vergleich der eigenen mit den in der Literatur vor- 
gebrachten Befunden kann also feststellen: 

1. Dab der GE-Wert nach Reiss den refraktometrisch nach Robert- 
son und maBanalytisch (A jeldahl, Gravimetrie) ermittelten ausnalmslos 
um Bedeutendes, jedoch in verschiedenem Ausmafe iiberragt. 

2. Dab der GE-Wert nach Robertson den mabBanalytisch ge- 
fundenen sowchl iiber- als unterschreitet, und zwar in einem Ausmabe, 
das im Rahmen der um mehr als die Halfte kleineren Versuchsreihe 
von Berger und Petschacher als gerade noch praktisch zulissig, im 
Rahmen der eigenen aber als praktisch zu gro$ erkannt wurde. 

Vom theoretischen Standpunkte aus betrachtet, stehen diese 
experimentellen Befunde in vélliger Ubereinstimmung mit den Ergeb- 
nissen, welche auf Grund der vorausgehenden grundsiitzlichen Kritik 
angenommen werden konnten, und zwar: 

Hinsichtlich der Methodik von Reiss: weil die spezifische Refraktion 
einerseits zu niedrig angesetzt wird und so bei Umrechnung der ab- 
soluten Refraktion auf Gramm-Prozent Eiweif einen zu hohen Wert 
bewirken mu, andererseits keine Konstanz besitzt und daher ein 
unregelmabiges Ausma®B der Erhéhung notwendigerweise weiter zur 
Folge hat (aus welchem Grunde auch die Annahme von Reiss, dab 
die refraktometrisch ermittelten Werte wenigstens als untereinander 
mit gleicher FehlergréBe behaftete Vergleichswerte anzusehen seien, 
nicht zulissig erscheint). 

Hinsichtlich der Methodik von Robertson aus folgender Erwagung: 
da einerseits die von Robertson angenommenen Richtungswerte der 
spezifischen Refraktion der AHF und AGF die Mittelwerte derselben 
deutlich unterschreiten, andererseits aber der Richtungswert der 
spezifischen Refraktion der AHF den Mittelwert des GE iiberragt, 
muB einerseits, wenn sich die auf die AHF und AGF entfallenden 
Teilrefraktionen ungefaihr die Wage halten, der nach Robertson er- 
emittelte GE-Gehalt zu groB, andererseits, wenn sich das Gleichgewicht 
der Refraktionen der AGF und AHF zugunsten der letzteren ver- 
schiebt, das GE zu klein berechnet werden. 

Hinsichtlich der Frage der praktischen Brauchbarkeit beider 
Methoden scheint die Forderung begriindet, ihre Verwendung nur zu 
orientierenden Zwecken oder bei Erwartung sehr groBer Ausschlige 
in Betracht zu ziehen, doch mége andererseits bemerkt sein, daB dieses 
Urteil verstandlicherweise nur auf die Umrechnung in Gramm-Prozent 
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EiweiB Bezug nimmt und den grogen Wert der reinen Refraktions- 
bestimmung an sich fiir verschiedenste, entsprechend gewahlte Frage- 
stellungen, deren Untersuchung der viel gréberen MaBanalyse iiber- 
haupt unzuganglich bleibt, nicht zu schmalern vermag. 


XI. Die grundsitzliche Kritik und experimentelle Priifung der Bestimmung 
der AGF und AHF nach Robertson, 
Die grundsatzliche Kritik hat die gleichen schon oben bei Be- 
sprechung des GE-Gehalts nach Robertson gefiihrten Tatsachen in 
Betracht zu ziehen. 


Hinsichtlich experimenteller Priifung scheimen in der Literatur nur die 
Angaben von Berger und Petschacher (|. c.) vorzuliegen, welche in zwilf 
Vergleichsanalysen (welche sechs normale und sechs pathologische Seren 
betrafen) der AHF nach Robertson und Kjeldahl (Mg SO,-Fallung!) achtmal 
Differenzen im Sinne: Kjeldahl > Robertson im AusmaB von 0,06 bis 
0,52 g-Proz., viermal im entgegengesetzten Sinne im AusmaB von 0,05 bis 
0,48 g-Proz., im Gesamtmittel eine Differenz von 0,28 g-Proz. fanden; 
bei Umrechnung auf Prozente des G E-Gehalts ergab sich einmal eine Diffe- 
renz von 14 Proz., einmal von 6 Proz. und zehnmal unter 5 Proz, 

Eigene Untersuchungen hatten folgendes Ergebnis: 

Versuchsrethe 39. Der Vergleich der nach Robertson und gravimetrisch 
bestimmten GriBe der AHF ergab in 25 Parallelanalysen l4mal eine 
Differenz im Sinne: Gravimetrie ~ Robertson im AusmaB von 0,2. bis 
2.3 g-Proz., zehnmal im entgegengesetzten Sinne im AusmaB von 0,1 bis 
2.8 g-Proz., einmal keine Differenz. 








Differenz in g-Proz. 0,0 01 — 0,5 - 1,0— 1,5 2.0 2.5 
Zah! der Bestimmungen l 6 2 8 5 | 2 
Mittelwert in g-Proz. . 1,16 


Versuchsreihe 40. Der Vergleich der an den gleichen Fillen bestimmten 
GréBen der AGF ergab zehnmal eine Differenz im Sinne: Gravimetrie > als 
Robertson im AusmaB von 0,1 bis 1,5 g-Proz., 14mal im entgegengesetzten 
Sinne im AusmaB von 0,2 bis 3,6 g-Proz., einmal keine Differenz. 








Differenz in geProz. 0.0 0,1 0,5 - 10- 15- 20- 2,5— 
Zahl der Bestimmungen l 6 6 4 3 3 2 
Mittelwert in g-Proz. . 113 


Die Umrechnung auf Prozent des G E-Gehalts ergab in den gleichen 
Fallen folgende Differenzen: 

Fiir die AHF 13mal im Sinne: Gravimetrie ~ Robertson im Ausmals 
von 2 bis 35 Proz., zwélfmal im Sinne: Gravimetrie < Robertson im Ausmals 
von 2 bis 30 Proz., fiir die AGF im umgekehrten Verhiltnis. 
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Differenz in Proz. des GE 1— 5— 10 20 3» 
Zahl der Bestimmungen ... . 5 3 7 7 3 
Mittelwert in Proz. des GE... 15 


Das eigene (unter Beriicksichtigung lediglich der pathologischen 
Falle Berger und Petschacher) an viermal gréBerem Material gewonnene 
Resultat war somit wesentlich ungiinstiger als das von Berger und 
Petschacher angegebene. Die Ursache dafiir diirfte wohl in dem ver- 
haltnismaBig kleinen Umfang ihrer Versuchsreihe zu suchen sein. Im 
iibrigen muBte dieses ungeniigende praktische Resultat auf Grund 
des Ergebnisses der friiheren Untersuchungen iiber das Verhalten der 
spezifischen Refraktion erwartet werden. 

Hinsichtlich der praktischen Anwendung der Robertsonschen Be- 
stimmung der Eiweibkérpergruppen darf nur eine unbedingte Ab- 
lehnung in Betracht gezogen werden, da neben vielfach guter Uber- 
einstimmung {in jenen Fillen, wo die jeweiligen spezifischen Refrak- 
tionen den Robertsonschen Richtungswerten nahe- oder gleichkommen), 
auch mit schwersten Differenzen zu rechnen ist, die eine Verwertung 
des so erhaltenen Versuchsergebnisses unmdéglich erscheinen lassen. 




















Uber die Methodik der quantitativen Bestimmung 
der EiweiGkoérpergruppen des menschlichen Blutserums. III. 


Von 


W. Starlinger und K. Hartl. 
(Aus der II. medizinischen Universitétsklinik in Wien.) 


(Eingegangen am 29, April 1925.) 


Nachdem in der vorausgehenden Mitteilung die experimentelle 
Priifung der refraktometrischen Methodik beendet wurde, soll im 
folgenden tiber das Ergebnis der Kritik der restlichen optischen 
Methoden (unter einstweiligem AusschluB der Kolorimetrie und Dia- 
phanometrie) und der kombinierten Viskosirefraktometrie berichtet 
werden. 


XII. Die grundsitzliche Kritik der Interferometrie, Polarimetrie und Nephelo- 
metrie als Grundlage maBanalytischer Eiwei8kérperbestimmune. 


1. Die Interferometrie beruht auf der Bestimmung des Brechungs- 
vermégens und unterscheidet sich von der Refraktometrie durch eine 
gréBere Genauigkeit und Zuverlassigkeit der Leistung. Da jedoch die 
ablehnende Kritik der einfachen Refraktometrie ihre Begriindung 
nicht in unzureichender Exaktheit der Bestimmung des jeweiligen 
Brechungswertes, also nicht in einer Unzulanglichkeit der technisch- 
methodischen Grundlage, sondern in dem Nachweis ungeniigender 
prinzipiell-methodischer Grundlage fand, somit also alle grundsatz- 
lichen Einwande (hinsichtlich des Nichtbestehens einer einheitlich- 
konstanten spezifischen Refraktion des GE und der Eiweifkérper- 
gruppen) gegen die Verwendung der einfachen Refraktometrie in 
gleicher Weise auch gegeniiber der Interferometrie Geltung besitzen, 
muB jedes auf interferometrischer Grundlage aufgebaute Verfahren 
zur quantitativen Bestimmung von EiweiBkérpern grundsitzlich ab- 
gewiesen werden. 

In der Literatur liegt ein auf interferometrischer Grundlage aufgebautes 
Verfahren zur Bestimmung der AHF und AGF von Hirsch und Kochler') 
vor: Als unbedingte technische Notwendigkeit hat die Verwendung ge- 
nauest (reichsamtlich) geeichter Pipetten zu gelten, seit deren Verwendung 


1) Hirsch-Kochler, Fermentforsch. 6, 1922. 
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die Autoren im Gegensatz zu friiheren Versuchen von Hirsch-Langenmap' 
erst verwertbare Resultate verzeichnen konnten. Die methodische Durch- 
fiihrung darf als grundsitzlich analog dem Robertsonschen Verfahren 
bezeichnet werden: zehnfach verdiinntes Serum wird einerseits mit det 
gleichen Menge gesittigter Am,SO,-Lésung versetzt, andererseits mit der 
gleichen Menge n/10 Essigsiture gekocht; die erhaltenen klaren Zentri- 
fugate werden gegen halbgesattigte Am,SO,-Lésung bzw. n 20 Essigsiure 
interferometriert, die abgelesenen Trommelteile mit Hilfe eines Dia- 
gramms in Pulffrichsche Skalenteile transponiert und unter Benutzung 
der Reissschen Werte fiir die spezifische Refraktion der einzelnen Eiweib- 
kérpergruppen in Grammprozente umgerechnet [@utze7t*)]. 

Gutzeit brachte anscheinend als bisher einziger das Verfahren in An- 
wendung und beobachtete bei Seren mit niedrigem EiweiBgehalt ein oft 
iiber 100 Proz. des GE betragendes Ansteigen der AHF, trotzdem in der 
Restfliissigkeit der Am,SO,-Fallung reichlich EiweiB (also AGF) nach- 
weisbar blieb, eine Erscheinung, als deren Ursache er eine Konzentrations- 
und daher Refraktionsverminderung des Am,S O,-Fallungszentrifugats 
infolge Salzadsorption an die AHF-Fallhang annahm. Ohne auf die Er- 
érterung der Zulissigkeit dieses Erklirungsversuchs einzugehen, bleibe 
lediglich festgestellt, daB Gutzeit das interferometrische Verfahren als ,,mit 
uniibersehbaren*® Fehlerquellen behaftet ablehnte. 

Eine direkte maBanalytische Kontrolle des Verfahrens wurde bisher 
weder von den Autoren noch von anderer Seite beigebracht. Auf eigene 
experimentelle Priifung konnte gemaB den eingangs gegebenen Feststellungen 
verzichtet werden. 

2. Die Polarimetrie beruht auf der Bestimmung des Drehungs- 
vermégens; ihre Verwendbarkeit zur MaBanalyse von Eiwei®kérpern 
hingt von dem Nachweis der Berechtigung folgender zwei Grund- 
annahmen ab: erstens, daB die jeweils untersuchte Eiweiikérpergruppe 
eine einheitlich-konstante spezifische Drehung besitzt und zweitens 
daB die Gesamtdrehung' eines Eiweibkristalloidgemisches die Summe 
der einzelnen Drehungsanteile darstellt und somit eine Difterenz- 
rechnung grundsatzlich gestattet. 


Hinreichend umfangreiche Untersuchungen tiber die spezifische Drehung 
des GesamteiweiBes und seiner Teilgruppen, namentlich menschlichen 
(oder gar pathologischen) Serums scheinen in der Literatur nicht vorzuliegen. 
Die wenigen diesbeziiglichen Angaben stammen aus Alterer Zeit, stiitzen 
sich nur auf vereinzelte Bestimmungen und beziehen sich meist auf Rind 
und Pferd: Die spezifische Drehung des ,,Albumins* betrigt nach Meisel *) 


falp 61,0 bis 61,2°, nach Starke*) [a]p = 60,2°, nach Mazimo- 
witsch®) [a]p 47,5°, die spezifische Drehung des ,,Globulins** nach 
Angabe von Samuely-Strauss*) [ap] = 47,8°. 


') Hirsch-LangenmaB, Fermentforsch. 3, 1920. 

2) Gutzeit, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 39, 1924. 

3) Meisel, zitiert nach Oppenheimers Handb. d. Biochem. 1, 1909. 

*) Starke, ref. Malys Jahrb. 11, 17. 

5) Maximowitsch, ebendaselbst , 31, 34. 

®) Samuely-Strauss, Abderhaldens Handb. d. biol. Arbeitsmethoden 


1922. 
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Hinsichtlich der zweiten prinzipiellen Frage ist bekannt, einerseits, 
daB Drehungsvermégen und Konzentration nicht in direkter Proportion 
stehen, andererseits, daB die Anwesenheit fremder, an sich optisch inaktiver 
Kérper (Salze) Variationen der Polarisationskurve bedingt. 


Es kann daher als unwahrscheinlich angenommen werden, dab 
die beiden notwendigen Grundannahmen in der Tat zu Recht 
bestehen. Von einer eigenen diesbeziiglichen experimentellen Priifung 
wurde Abstand genommen, weil selbst im Falle giinstigen Ergebnisses 
die technisch-methodische Grundlage als nicht geniigend angesehen 
werden mub, wie aus spateren Erwigungen hervorgehen wird. 


In der Literatur liegt eine polarimetrische Methodik zur quantitativen 
Bestimmung des GE und seiner Teilfraktionen anscheinend nicht vor, 
doch hat Rondon?') zu anderen Zwecken (auf die hier nicht naher eingegangen 
werden kann) eine Versuchsanordnung ausgearbeitet, welche gleichzeitig 
als einzige Modglichkeit polarimetrischer quantitativer EiweiBkérperbe- 
stimmung bezeichnet werden muB. Die Darstellung der Methodik erfolgt 
hier im Sinne angestrebter MaBanalyse (die, wie schon bemerkt, Rondon: 
selbst ferne lag): 

Serum wird einerseits mit zwei Teilen 0,9proz. NaCl-Lésung, anderer- 
seits mit Wasser und gesittigter Am,SO,-Lésung im Verhiltnis 2:1: 3 
versetzt, also ebenfalls dreifach verdiinnt und.nach Abzentrifugieren der ge- 
fallten AHF im Landolt-Lippichschen Dreischattenapparat in der 20-mm- 
Roéhre polarimetriert. Unter der Annahme, daS das anwesende Am,SO, 
keine Stérung verursacht, ergibt die einfache Differenzrechnung den auf 
die AHF und AG F entfallenden Drehungsanteil, der unter Beriicksichtigung 
der entsprechenden spezifischen Drehung auf absolute Werte umgerechnet 
werden kénnte. 

Doch hat die Kritik der methodisch-technischen Grundlage unter 
Abstraktion von der Problem atik der beiden prinzipiellen Voraussetzungen 
der methoditchen Durchfiihtung folgendes zu bedenken: Da einerseits 
die Genauigkeit der Ablesung im Landolt-Lippichschen Apparat theoretisch 
+ 0,01°, praktisch héchstens + 0,02° betriigt (welcher Fehler bei stark 
gefarbten Seren noch gréBer wird), andererseits die Gesamtdrehung un 
verdiinnten Serums nur ausnahmsweise — 1,0° iiberschreitet, die Drehung 
des dreifach verdiinnten Serums also meist um — 0,3°, die Drehung des 
Am, S0O,-Filtrats bei annithernd normaler Verteilung der AHF und AGF 
um 0,15° schwankt, erreicht die lediglich technisch-methodisch bedingte 
Mindestfehlerquelle der Bestimmung der auf die AGF entfallenden Drehung 
+! des Wertes, also bei Annahme von 7,0 g-Proz. GE und 3,5 g-Proz. 
AGF + 0,5 g-Proz. Ein noch gréBeres Fehlerausmal gilt verstandlicher- 
weise fiir die Bestimmung der AGF. 


Die technisch-methodische Grundlage mu® daher, wie oben schon 
vorweggenommen, als nicht hinreichend bezeichnet werden. 

3. Die Nephelometrie beruht auf der Messung des abgebeugten 
Tyndallichts, ihre Verwendbarkeit zur quantitativen Bestimmung 
von EiweiBkérpern wurde von Rona und Kleinmann*) gepriift und 


') Rondoni, Zeitschr. f. Immunforsch. 34, 1922. 
2) Rona-Kleinmann, diese Zeitschr. 140, 1923. 
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nachgewiesen. Als Voraussetzung hat zu gelten: einerseits die Her- 
stellung homogen-stabiler Triibungen, andererseits der Vergleich nur 
aquidisperser Systeme. 

Diese Forderungen werden nach Rona und Kleinmann (1. ¢.) hinsichtlich 
der Bestimmung des GE-Gehalts von Serum im Rahmen folgender Ver- 
suchsanordnung erfiillt: Serum wird mit 0,9proz. NaCl-Lésung im Ver- 
haltnis 1: 100 verdiinnt und darauf mit der gleichen Menge 25proz. HC! 
und der doppelten Menge Sulfosalicylsiiture versetzt (die erzielte Triibung 
bleibt etwa 1 Stunde homogen stabil). Nach etwa 5 Minuten wird gegen 
eine in gleicher Weise hergestellte Standardlésung von bekannter Kon- 
zentration nephelometriert. Die untere Grenze der bestimmbaren Eiweib- 
konzentration betragt 0,003 g-Proz. der durchschnittliche praktische 
Bestimmungsfehler + 0,3 Proz., also bei Annahme von 7,0 g-Proz. GE 
etwa + 0,02 g-Proz. 

Die technisch-methodische Grundlage mu® somit als sehr gut 
bezeichnet werden. 

Da nach Rona und Kleinmann (1. c.) gesittigte Am,SO,-Lésung 
bis zu einer Menge von 3,0cem in 25cem Gesamtvolumen der End- 
mischung keinen nachweisbaren Fehler verursacht, steht der nephelo- 
metrischen Bestimmung auch der AHF und AGF nichts im Wege. 


Die methodische Durchfiihrung kénnte in diesem Falle folgendermaBen 
gestaltet werden: Serum wird mit der doppelten Menge Wasser und drei- 
fachen Menge gesiittigter Am,SO,-Lésung zur Fallung der AHF versetzt, 
zentrifugiert und die klare mit Am,SO, halbgesattigte Lésung der AGF 
mit 0,9proz. NaCl-Lésung im Verhiltnis von 1: 10 verdiinnt, wobei einer- 
seits eine EiweiBkonzentration erreicht wird, welche in den Ablesebereich 
fallt, andererseits die Konzentration des Am,SO, weit unter der Fehler 
grenze bleibt. Der nephelometrische Vergleich erfolgt gegen das eigene 

‘ Vollserum, die* Differenzrechnung ergibt unter entsprechender Beriick- 
sichtigung der stattgehabten Verdiinnung unmittelbar das Verhiiltnis der 

f AHF zur AGF, die Umrechnung in Grammprozente bedarf der Parallel- 
nephelometrie gegen eine Standardlésung von bekannter Konzentration. 

Bei extremen Abweichungen der AG F-Konzentration von der Norm 
nach oben oder unten in einem AusmaB, daB der Ablesebereich nicht ein- 
gehalten wird, miiBte lediglich eine entsprechende Anderung des Ver- 
diinnungsausmaBes mit 0,9proz. NaCl-Lésung zur Durchfiihrung kommen. 

Die experimentelle Priifung dieser methodischen Méglichkeit 
konnte bisher in einstweiliger Ermangelung eines eigenen Nephelo- 
meters nicht durchgefiihrt werden, doch scheint ein theoretischer 
Einwand kaum vorgebracht werden zu kénnen. 

In der Literatur liegt nur eine Angabe iiber die Verwendung der 
Nephelometrie zur quantitativen Bestimmung des GE-Gehalts und der 
SerumeiweiBkiérper von seiten Rusznyaks') vor: In zwei Erlenmeyerkolben 
werden je 0,lcem Serum unter fortwiaihrendem Umschwenken einerseits 
mit je 25,0cem halbgesittigter Am,SO,-Lésung zur Fillung der AHF, 


') Rusznyak, diese Zeitschr. 133, 1922. 
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andererseits mit 50,0 ccm ganzgesiattigter (n/ 10 HCl) Am,SO,-Lésung zur 
Fallung des GE versetzt und die so entstandenen Triibungen nach einigen 
Minuten gegeneinander nephelometriert. Die Berechnung des AHF /AG F- 
Verhaltnisses erfolgt mit Beriicksichtigung der Verdiinnung im Rahmen 
der iiblichen Differenzrechnung. Die Umrechnung auf absolute Werte in 
Grammprozenten bedarf einer direkten MaBanalyse in jeder Serie. Die 
gravimetrische Kontrolle ergab in vier Parallelanalysen sehr gute Uber- 
einstimmung. Als Nephelometer kam ein nach Angaben von Rusznyak 
umgearbeitetes Chromophotometer von Plesch') zur Verwendung. 

Das Verfahren wurde von Rona und Kleinmann (i. ¢.) unter Hinweis 
auf die Nichtbeachtung des nephelometrischen Grundgesetzes (Vergleich 
nur aiquidisperser Lésungen) und die Instabilitaét der erzeugten Triibung 
einer abweisenden Kritik unterzogen, welche jedoch von Rusznyak*) auf 
Grund seiner guten praktisch-experimentellen Ergebnisse zuriickgewiesen 
wurde. 

Doch konnte auch Salomon*) wegen ungleichmaBiger Flockung die 
Nephelometrie im Rahmen der Methode von Rusznyak nicht verwenden, 

Eigene Erfahrungen iiber die Methodik stehen in Ermangelung eines 
eigenen Nephelometers nicht zur Verfiigung. 

Zusammenfassend darf jedenfalls angenommen werden, dab die 
Einfiihrung der nephelometrischen Methodik in Anbetracht ihrer 
groben zeit- und arbeitstechnischen Expeditivitat und Zuverlassigkeit 
eine sehr wertvolle Bereicherung der quantitativen Mabanalyse des 
GE und der SerumeiweiBkérpergruppen bedeutet, namentlich wenn 
eine Dauerstandardlésung, deren Ermangelung derzeit noch jeweils 
eine direkte maBbanalytische Bestimmung in jeder Serie erforderlich 
macht, zur Verfiigung stehen wird. Eigene Versuche in dieser Richtung 
sind im AnschluB an die Untersuchungen von Mestrezat*) im Gange. 
Doch diirfte Ger allgemeineren Verwendung der Nephelometrie der 
auBerordentlich hohe Preis, den @ie Anschaffung des hochwertigen 
Instruments von Schmidt und Haensch oder selbst der Umbau eines 
Chromophotometers der gleichen Firma im Sinne Rusznyaks erfordert, 
bis auf weiteres im Wege stehen. 

4. Uber die eingehende experimentelle Kritik der diaphano- 
metrischen und kolorimetrischen Methodik wird nach Abschlub der 
diesbeziiglichen Versuche in einer folgenden letzten Mitteilung be- 
richtet werden. 

XIII. Die kombinierte Viskosirefraktometrie als Grundlage der Bestimmung 
des ,,Globulin-Albumin*-Verhiltnisses. 


Das Prinzip der kombinierten Viskosirefraktometrie zur Be- 
stimmung des Verhialtnisses der ,,Globuline zu den ,,Albuminen™ 


') Rusznyak, diese Zeitschr. 133, 1922. 

2) Derselbe, ebendaselbst 144, 1924. 

3) Salomon, Zeitschr. f. klin. Med. 99, 1924. 

4) Mestrezat, Bull. de la soc. de chim. biol. 3, 1924. 
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beruht auf der Annahme eines yesetzmibigen Interferierens dieser 
beiden physikalischen ZustandsgréBen. 

Die in solcher Richtung von Naegeli') inaugurierte, von Rohrer?) 
ausgearbeitete Methodik gestaltet sich demgemals so, da die jeweils 
in Pulffrichschen Skalenteilen abgelesene Refraktion und die mittels 
eines hochwertigen Viskosimeters (von Rohrer wurde zu diesem Zwecke 
eine eigene Modifikation des Hessschen Instruments angegeben) ge- 
messene Viskositit in ein Koordinatensystem (Ordinate fiir die Re- 
fraktometer-, Abszisse fiir die Viskosititswerte) eingetragen werden, 
worauf der Verlauf jener Kurve, auf die der Schnittpunkt zu liegen 
kommt, direkt das Verhaltnis der EiweiBkérpergruppen angibt. Die 
Kurven stellen sich als das Ergebnis kombiniert refrakto-viskosi- 
metrischer Untersuchungen an AHF-AGF-Mischungen bekannter 
Zusammensetzung dar und stiitzen sich somit lediglich auf empirische 
Eichung. 

Das Verfahren beruht also auf folgenden Voraussetzungen : erstens, 
daB einerseits eine konstant-einheitliche, untereinander gleiche spezi- 
fische Refraktion der AHF und AGF, andererseits eine konstant- 
einheitliche, untereinander verschiedene spezifische Viskositat der 
AHF und AGF besteht, zweitens, daB einerseits der auf die Nicht- 
eiweibkérper des Serums entfallende Anteil der Gesamtrefraktion 
und -viskositit als konstanter Wert angesehen werden darf, andererseits 
die Viskositat der EiweiBkérper keiner Beeinflussung durch die Nicht- 
eiweiBkérper unterliegt. 

Die Kritik dieser methodischen Grundlagen hat anzufiihren: 

1..DaB eine konstant-einheitliche und untereinander  gleiche 
spezifische Refraktion der beiden Eiwei®kérpergruppen zum mindesten 
bei pathologischen Seren nicht besteht (siehe die vorausgehende Mit- 
teilung) ; 

2. DaB eine einwandfreie experimentelle Bestimmung der spezi- 
fischen Viskositat einer Eiweibkoérpergruppe, die nativ nur im Gemisch 
mit anderen vorkommt, tiberhaupt als unmdéglich bezeichnet werden 
muh, da der Viskositétswert der Lésung eines isolierten (im Rahmen 
der Isolierung also eingreifendsten Anderungen der physiko-chemischen 
Struktur unterworfenen) EiweiBkérpers in Anbetracht der auBer- 
ordentlichen Empfindlichkeit gerade der Viskositatsqualitat von 
EiweiB iiber seine native Viskositat nichts aussagen kann; ein Einwand, 
der namentlich fiir das so labile Eiwei®B der AH F Geltung beanspruchen 
darf, wie denn auch die gefundenen Werte der spezifischen Viskositat 
der AHF nicht nur zwischen verschiedenen Autoren [ Rohrer, 1. c., 


') Naegeli, Kongr. f. inn. Med, 1913. 
2) Rohrer, Deutsch. klin. Med. 121, 1917. 
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Handowsky'), Gutzeit, |. ¢.)], sondern auch im Rahmen der gleichen 
Versuchsreihe (auch der Originalreihe Rohrers selbst) erhebliche Ab- 
weichungen aufweisen ; 

3. DaB die Restrefraktion nicht als annahernd konstanter Wert 
angesehen werden darf (siehe die vorausgehende Mitteilung), wahrend 
die Restviskositat nur geringen Schwankungen zwischen 0,02 bis 0,04 
unterworfen zu sein scheint [ Rohrer, l.c., Petschacher*))|; 

4. DaB die Beeinflussung der Viskositat der Eiweibkérper durch 
die Nichteiweibkérper bzw. durch das jeweilige physiko-chemische 
Milieu des Serums [Wanner*), Hellwig-Neuschloss*), Fodor-Fischer ), 
Neuschloss-Trelles*), Spiro’), Berger und Petschacher, |.c., Hajner, 
l.c.] a priori als wahrscheinlich angesehen werden mub. 

Zusammenfassend darf also festgestellt werden, daB selbst unter 
Absehung von den beiden letzten Einwinden die beiden ersten grund- 
legenden Annahmen hinsichtlich des Verhaltens der spezifischen Re- 
fraktion und der spezifischen Viskositat als nicht zu Recht bestehend, 
bzw. nicht erwiesen bezeichnet werden miissen. 


Hinsichtlich der experimentellen Priifung des Verfahrens mit Standard- 
methoden liegen in der Literatur folgende Angaben vor: Berger und Pet. 
schacher (\.c.) fanden in zwélf Parallelbestimmungen (Mikrokjeldahl.- 
Mg SO,-Fallung) einma! identische Werte, elfmal Differenzen im Sinne: 
..Globulin* (Kjeldahl) < ,,Globulin* (Rohrer) im AusmaB von 4 bis 33 Proz. 
des GE-Gehalts, im Mittel 14,5 Proz. des GE; v. Frey (1. ¢.) beobachtete 
in 18 Parallelanalysen (Mikrokjeldahl-MgSO,-Fallung) 15mal Differenzen 
im Sinne: ,,Globulin’ (Kjeldahl) > ,,Globulin’ (Rohrer) im AusmaB von 
4 bis 24 Proz. des GE und dreimal Differenzen im umgekehrten Sinne im 
AusmaB von 23 bis 37 Proz., im Gesamtmittel von 14,5 Proz. des GE; 
das Ergebnis der Untersuchungen von Fodor und Fischer (1. ¢.) und Neu- 
schloss und Trelles (1. c.) im Sinne vélliger Diskrepanz zwischen Hohe der 
.relativen Viskositiéit*’ und ,,Globulin-Albumin*-Verhaltnis (Kjeidahl- 
Mg SO,-Fallung) kann nur mittelbar verwertet werden, da kein direkter 
Vergleich mit dem Verfahren von Rohrer selbst durchgefiihrt wurde. 


Eigene Untersuchungen hatten folgendes Resultat: 


Versuchsrethe 41. In 25 Parallelbestimmungen mit Hilfe der Gravi- 
metrie und Am,SO,-Fallung ergaben sich gravimetrisch bestimmte Ver- 
haltniswerte zwischen 30:70 bis 76:24, Rohrersche Verhiltniszahlen 
zwischen 15:85 bis 56:44. Die 24mal beobachteten Differenzen zeigten 
18mal eine Ausschlagsrichtung: AHF (Gravimetrie) > ,,Globulin® (Rohrer) 
im AusmaB von 6 bis 28 Proz., sechemal eine entgegengesetzte Ausschlags- 


') Handowsky, Miinch. med. Wochenschr. 22, 1924. 

2) Petschacher, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 41, 1924. 
3) Wanner, Korr.-Bl. f. Schweiz. Arzte 32, 1922. 

*) Hellwig-Neuschloss, Klin. Wochenschr. 40, 20, 1922. 
5) Fodor-Fischer, Gyn. M. 29, 1922. 

®) Neuschloss-Trelles, Klin. Wochenschr. 45, 1923. 

7) Spiro, ebendaselbst 1923, S. 37—38. 
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richtung im Ausma8 von 3 bis 15 Proz., im Gesamtmittel von 12 Proz. 
des GE. 








Differenz in Proz. des GE 1 5— 10 15 — 20 - 25 
Zahl der Bestimmungen. . .. . 3 6 6 7 2 l 
Mittelwert in Proz. des GE. . . 12 


Die experimentelle Eichung an Standardmethoden hatte also das 
nach der oben durchgefiihrten grundsatzlichen Kritik erwartete Er- 
gebnis durchaus ungeniigender Ubereinstimmung zur Folge. 

Bemerkenswert erscheint jedoch bei Beriicksichtigung der Literatur, 
daB Berger und Petschacher eine Uberhéhung des nach Rohrer ermittelten 
..Globulin’- Wertes beobachteten, wihrend die Untersuchungen von 
v. Frey und unsere eigenen, die sich auf das gréBte vorliegende Material 
stiitzen, das Gegenteil zu erweisen scheinen. 

Anhangsweise sei noch der an sich bedeutungslose Vergleich der 
Verfahren von Rohrer und Robertson durchgefiihrt. 

In der Literatur liegt in dieser Hinsicht lediglich eine Angabe von 
Berger und Petschacher (\.¢.) vor, welche bei 39 Doppelbestimmungen 
einmal Ubereinstimmung und 38mal Differenzen ausnahmslos im Sinne: 
AHF ( Robertson) < .,Globulin* (Rohrer) im AusmaB von 3 bis 42 Proz.. 
im Mittel von 25 Proz. des GE beobachteten. 


Eigene Untersuchungen hatten folgendes Ergebnis: 


Versuchsreihe 42. In 27 Parallelbestimmungen ergaben sich nach 
Rohrer ermittelte Verhaltniswerte zwischen 15: 85 bis 56: 44, nach Robertson 
zwischen 6:94 bis 73:27 Proz. Die Differenzen wiesen zehnmal eine 


Ausschlagsrichtung im Sinne: AHF ( Robertson) < .,Globulin* (Rohrer) im 
AusgnaB von 1: 20 Proz., 17mal im,entgegengesetzten Sinne im Ausmab 
von 1: 29 Proz., im Mittel 10 Proz. des GE auf. 








Differenz in Proz. des GE 1- 5 10 15 - 20 25 - 
Zahl der Bestimmungen. ... . 6 10 4 2 l 2 
Mittelwert in Proz. desGE... 10 


Auf die kombinierte Viskosirefraktometrie bzw. auf die kombinierte 
Untersuchung der Viskositét und des GE zur Bestimmung der so- 
genannten ,,spezifischen (relativen) Viskositat* wird in anderem Rahmen 
ausfiihrlich eingegangen werden, da ihre Kritik nicht in den Bereich 
der vorliegenden Fragestellung fallt, welche sich lediglich mit der 
Kritik der Mafanalyse der SerumeiweiSkérper zu beschaftigen hatte. 
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Uber den EinfluG der Wasserstoffionenkonzentration 
auf die Dextrinierung der Starke durch gereinigte Malzamylase. 


Von 
T. Chrzaszez, Z. Bidzinski und A. Krause. 


(Aus dem Institut fiir landwirtschaftliche Technologie der Universitat 
Poznan.) 


(Eingegangen am 1. Mai 1925.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Allgemeiner Teil. 

Seit den Arbeiten Sdérensens und weiterhin Michaelis’ und seiner 
Mitarbeiter iiber die Wasserstoffionenkonzentration kamen die Enzyme 
als besonders gegen die Wasserstoffionenkonzentration empfindliche 
organische Katalysatoren in den Vordergrund. Diese Tatsache fiihrte 
notwendigerweise zur Bestimmung derjenigen Wasserstoffionen- 
konzentration, bei welcher die erzymatischen Vorgiinge am giinstigsten 
verlaufen. Weiterhin wurde festgestellt, da® ftir die giinstigste Wirkung 
jedes Enzyms eine bestimmte Wasserstoffionenkonzentration existiert. 
Auch fiir die Amylase bzw. fiir ihre drei enzymatischen Krafte, und zwar 
fiir die stirkeverfliissigende, die — dextrinierende und die ver- 
zuckernde Kraft ist diese Abhingigkeit des enzymatischen Prozesses 
von der Wasserstoffionenkonzentration festgestellt worden. 

Betrachtet man die diesbeziiglichen neueren Arbeiten, so findet man 
nach W. Windisch, W. Dietrich und A. Beyer die giimstigste Wirkung fiir 
die verfliissigende Kraft bei einer Wasserstoffionenkonzentration py 5,03 
bis 5,161), fiir die dextrinierende Kraft nach Adler bei py 4.83%), nach 
Sjdéberg bei py = 5, wobei die optimale Wirkungszone zwischen py 4 bis 6 
liegt *). Chrzaszcz bestimmt bei 40°C die optimale Zone zwischen py 4,7 
bis 5,284). Am umfangreichsten sind die Arbeiten iiber die verzuckernde 
Kraft der Amylase; so bestimmt JL. Adler ihre optimale Wirkung bei 


') W. Windisch, W. Dietrich und A. Beyer, Wochenschr. f. Brauerei 
40, 49, 1923. 

*) L. Adler, diese Zeitschr. 77, 146, 1916. 

3) K. Sjéberg, ebendaselbst 133, 294, 1922. 

4) T. Chrzaszcz, ebendaselbst 150, 60, 1924. 
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Pu 4.87 bis 4,95'), Sherman, Thomas und Baldwin bei py 4,4 bis 
4,5°), W. Windisch, W. Dietrich und P. Kolbach bei py 4,26 mit einer 
optimalen Wirkungszone zwischen py = 3,9 bis 4,7°), H.v. Euler und Swan- 
berg geben py 5 an‘), A - Hahn?) Pu 4,7 bis 4,9, K. Sjéberg py 5 
bis 54°), H. Liiers und W. Wasmund 7 H 4.97), H. Ernstrém Pu 5,178). 

Aus dem Gesagten geht hervor, daB nicht einmal fiir ein und die- 
selbe amylolytische Kraft das optimale py von den verschiedenen Autoren 
iibereinstimmend angegeben ist. Es erhebt sich infolgedessen die 
Frage, was hier die Ursache dieser Unstimmigkeiten ist: liegt hier 
vielleicht ein Versuchsfehler vor, oder haben wir es hier mit besonderen, 
noch nicht aufgeklarten Eigenschaften oder Verhalten der Amylase 
zu tun‘ Im ersten Falle hitten wir einen allzu groBen Fehler, den 
man kaum als wirklichen Grund fiir die obengenannten Unterschiede 
annehmen diirfte. Im voraus kann man also die zweite Ursache geltend 
machen. Dafiir spricht auch eine Untersuchung von 7’. Chrzaszez®), 
der den Vorgang der Starkespaltung durch Einwirkung von Malz- 
ausziigen auf die Starke bei verschiedener Wasserstoffionenkonzentration 
untersucht hat. Die vorliegenden Untersuchungen sollen von neuem 
dieses Ergebnis priifen und erweitern bei Anwendung gereinigter Amylase. 

Experimenteller Teil. 

Zur Ausfiihrung der Versuche wurde gereinigte Weizenmalzamylase 
angewandt. Wir wihlten diese Amylase deshalb, weil sie, wie unsere friiheren 
Untersuchungen zeigen’®), von allen Getreideamylasen am stirksten und 
gegen allerlei Einfliisse am empfindlichsten ist. 

Das durch 12 Tage lange Keimung bei etwa 15° C erhaltene Weizenmalz 
wurde bei einer 45°C nicht tiberschreitenden Temperatur getrocknet, 
alsdann zu Mehl vermahlen. Dieses Mahlgut diente zur Herstellung von 
10proz. whsserigen Ausziigen, die durch Wstiindiges Ausschiitteln mit 
destilliertem Wasser erhalten wurden; danach wurden sie klar filtriert. 
Die eingeengten Ausziige dienten zur Darstellung reiner Amylase, die 
schlieBlich durch fraktionierte Fallung mit Alkohol zur Ausscheidung 
gelangte. Nach dem Trocknen im Vakuumexsikkator wurde sie gepulvert 
und im Exsikkator aufbewahrt. Fiir unsere Versuche wurde sie in Form von 
0,015-, 0,15- und 0,3proz. wiisserigen Lésungen angewandt. 

Solche wiisserigen Amylaseliésungen lieBen wir auf 0,2proz. Stirke- 
kleister einwirken, der durch 10 Minuten langes Erhitzen bei 98° C erhalten 


') Le. 

2) H.C. Sherman, A. W. Thomas und M.C. Baldwin, Journ. Amer. 
Soc. 41, 231, 1919. 

3) W. Windisch, W. Dietrich und P. Kolbach, Wochenschr. f. Brauerei 
39, 219, 1922. 

4) H.v. Euler und O. Swanberg, Zeitschr. f. physiol. Chem. 99, 110, 1920. 

5) A. Hahn, Zeitschr. f. Biol. 74, 217, 1922. 

®) K. Sjéberg, diese Zeitschr. 138, 218, 1922. 


*) H. Liters und W. Wasmund, Fermentforsch. 5, Nr. 3, 1922. 
*) E. Ernstrém, Zeitschr. f. physiol. Chem, 119, 190, 1922. 

®) T. Chrzaszcz, Roezniki Nauk Rolniezych, 13, Nr. 2, 1925. 
a®) 1c. 
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wurde (Temperatur gemessen im Kolben). Nach dem Abkiihlen wurde der 
Starkekleister in Portionen von 100 cem in Jenaer Glaskolben gebracht, 
darauf mit derjenigen Menge Acetatpuffergemisch versetzt, die zur Her- 
stellung einer bestimmten Wasserstoffionenkonzentration nétig war, und 
schlieBlich in einen Thermostaten gestellt, der die gewiinschte Temperatur 
zeigte. Nach 3,stiindigem Anwiarmen, nachdem der Stirkekleister die 
Temperatur des Thermostaten angenommen hatte, wurden 5 cem Amylase- 
lésung hinzugefiigt. Die Eimwirkung der Amylase auf die Starke wurde 
an ihrer dextrinierenden Kraft gemessen, und zwar auf zweifache Art. 

1. Man mi®t die zur Dextrinierung einer bestimmten Menge Stirke 
nétige Zeit. Der Verlauf der Stirkespaltung wurde mit Hilfe der Jod- 
reaktion verfolgt, die gewéhnlich bis zur hellgelben Farbe gefiihrt wurde. 
Die Zeit, in welcher die Reaktion verlief, lieB auf die Wirkungsenergie der 
Amylase gegebenenfalls schlieBen. 

2. Man bestimmt die in der Zeiteinheit dextrinierte Menge Starke. Zu 
diesem Zwecke wurde die von uns entsprechend modifizierte Methode von 
Sjéberg') angewandt, vermittelst der durch Farbreaktion der Grenzwert 
(limes) bestimmt wurde. Auf diese Weise wurde fiir jede Temperatur bei 
bestimmter Wasserstoffionenkonzentration die in 1 Minute dextrinierte 
Menge Kubikzentimeter Starke bestimmt. Da die blauen Farben der Jod- 
reaktion noch auBerhalb eines deutlich wahrzunehmenden Starkeabbaus 
liegen, die gelben Farben andererseits eine zu weitgehende Starkespaltung 
bedeuten, so kénnen daher nur die innerhalb des Farbenbereichs blau mit 
violettem Stich bis rotgelb liegenden Farben in ihren einzelnen Niiancen 
in Betracht kommen, um die Menge dextrinierter Starke zu bestimmen. 
Eine Farbe, die direkt zur Bestimmung des sogenannten limes dienen kann, 
ist rotviolett. In denjenigen Fallen, wo die Dextrinierung der Starke noch 
nicht bis zu dem eben gekennzeichneten Punkte rotviolett gelangt ist, oder 
falls die Reaktion denselben schon iiberschritten haben sollte, ist durch 
Interpolation der limes festzustellen, z. B.: 

Zur Bestimmung der Menge dextrinierter Starke wurden sechs Proben 
derart angeordnet, daB wir sechs Kolben nacheinander mit 2proz. Starke- 
kleister beschickten, und zwar den ersten mit 10 cem, den zweiten mit 
20 ccm, dann 40, 60, 80 und 100 cem. Nachdem sie 44 Stunden im Thermo. 
staten bei 45°C verblieben waren, fiigten wir zu jedem Kolben 5 cem 
0,15 proz. Amylaselésung hinzu. Alle 5 Minuten wurden nun, um den 
Reaktionsverlauf zu priifen, von jedem Kolben Proben (2cem)entnommen und 
die Jodreaktion beobachtet. Das Ergebnis ist nachstehend zusammengestellt. 


Tabelle I. Bei Einwirkung von 5cem 0,15proz. Amylaselésung auf: 





Menge 
Nach d.dextri+ 
— 10ccem 220ccm 40 ccm 60 ccm 80 com 100 ccm nierten d 
Starke 
Min in limes 
5 rotgelb violett blau 17,5 3.5 
10 gelb- rotgelb rotviolett blauviolett 40 4 
15 gelb hellrot = rotviolett violett 6O 64 
20 gelbrot rot rotviolett so 64 
25 gelb rotgelb dunkelrot rotviolett 100) 4 
30 dunkelgelb rot rot (Stich viol.) 
35 gelb rotgelb dunkelrot 
) Le. 
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Zwecks Ermitthing der dextrinierten Menge Starke (,,limes‘‘) mit 
Hilfe der Jodreaktion ist es nétig, in der ersten Reihe die Farbe rotviolett 
aufzusuchen. Da jedoch diese Farbe nicht gefaBt wurde, so muB entsprechend 
interpoliert werden. Hatten wir die Farben in der Reihenfolge — rot bis 
violett — gefunden, so wiirde der limes direkt der arithmetischen Mitte 
entsprechen. In unserem Beispiel erhielten wir bei Einwirkung von 
Amylaselésung auf 10 ccm Starkekleister nach 5 Minuten durch die Jod- 
reaktion eine rotgelbe, bei 20 cem Starkekleister in derselben Zeit eine violette 
Farbung. Der limes wird also nicht 15, sondern einer etwas héheren Zahl, 
etwa 17,5 entsprechen. 

Die nach 10 Minuten dextrinierte Menge Starke ist in der zweiten 
wagerechten Reihe der Tabelle I zu suchen. Dort findet man direkt die 
Farbung rotviolett, die bei 40cem Starkekleister mittels Jodreaktion 
erhalten wurde. Der limes entspricht in diesem Falle also 40 ecm 
dextrinierter Starke. Auf ahnliche Art sind in obiger Tabelle I die limes 
fiir die niichsten Reihen zu bestimmen. 

Aus der in einer bestimmten Zeit dextrinierten Menge Starke (limes) 
laBt sich diejenige Menge Starke finden, die in 1 Minute dextriniert wurde. 
Man hat nur den limes durch die Anzahl Minuten zu dividieren, d. h. durch 
diejenige Zeit, die zur Erlangung der rotvioletten Farbung nétig war. Die 
Zahl ,,d‘*, die man so erhalt, gibt die Anzahl Kubikzentimeter Starkekleister 
an, die in 1 Minute dextriniert werden. Die oben erhaltenen Zahlen ,,d** 
sind im gegebenen Falle, unabhingig von Zeit, fast ausnahmslos konstant. 


Die Bestimmung der Wasserstoffionenkonzentrationseinwirkung auf die 
Dextrinierung der Stirke bei verschiedenen Temperaturen. 

Um den EinfluB festzustellen, den die Wasserstoffionen auf den 
DextrinierungsprozeB ausiiben, bedienten wir uns eines 2 proz. Stirke- 
kleisters, den wir in Portionen von 100 cem in eine Anzahl Glaskolben 
brachten, mit Acetatpuffergemischen versetzten und mit destilliertem 
Wasser auf ein bestimmtes Volumen (110 ccm) auffiillten. Dann wurden 
sie in einen Thermostaten von gewiinschter Temperatur hineingestellt. 
Nach 45 Minuten, nachdem die Starke die Temperatur des Thermostaten 
angenommen hatte, wurden je 5 cem 0,15 proz. Amylaselésung zugegeben. 
Der Verlauf der Reaktion wurde derart verfolgt, daB in bestimmten 
Zeitabstinden 2 cem Fliissigkeit entnommen und zu 10 cem Jodlésung 
(0.2g im Liter) zugegeben wurde. Der Verlauf der Dextrinierung 
wurde bis zur hellgelben Jodfirbung gebracht und gleichzeitig die 
diesem Zeitpunkt entsprechende Zeit notiert. In Fallen, wo die hellgelbe 
Jodreaktion nach hinreichend langer Zeit nicht erhalten werden konnte, 
wurde diejenige Farbung notiert, die in selbiger Zeit erhalten wurde. 
Die Versuche wurden in Intervallen von 5°C zwischen 20° und 65°C 
ausgefiihrt, bei einer Wasserstoffionenkonzentration zwischen py 3,8 


bis 7,2. 

Wie aus der Tabelle II ersichtlich, ist der Einfluf der Wasserstoff- 
ionenkonzentration von der Temperatur abhingig, in welcher die 
Amylase auf die Starke einwirkt, eine Tatsache, die es wahrscheinlich 
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machte, da auch das Massenwirkungsgesetz und die Schutzwirkung 
der Starke die Reaktion beeinflusse. Um dies zu zeigen, arbeiteten 
wir auch mit doppeltstarken Amylaselésungen, also 0,3proz., nach 
oben beschriebener Methode, andererseits in zehnfach verdiinnter 
Lésung, ohne jedoch das Verhaltnis der Amylase zur Starke zu andern, 
d. h. bei Einwirkung von 0,015 proz. Amylaselésung auf 0.2 proz. Starke- 
kleister. Tabelle III zeigt die diesbeziiglich erhaltenen Zahlen. 

Auf Grund der Ergebnisse der Tabelle II] kénnen folgende SchluB- 
folgerungen gezogen werden: 

a) Eine feste optimale Wasserstoffionenkonzentration fiir die 
dextrinierende Kraft der Amylase gibt es nicht. Fiir jede Temperatur — 
innerhalb gewisser Grenzen — ergibt sich eine andere Wasserstoff- 


-. 


ionenkonzentration als optimale. Im Bereich einer py von 3,8 bis 7,2 
verschiebt sich zwischen 20 und 75°C die optimale Wasserstoffionen- 
konzentration von py = 4,4 bei 20°C bis py = 5,4 bei 75°C, d.h. das 
Optimum der dextrinierenden Wirkung verschiebt sich nach der 
alkalischen Seite hin. 

b) Eine gewisse Aciditat ist fiir die Wirkung der Amylase giinstig. 
Jedoch wirkt die Aciditat gleichzeitig auf die Amylase schadigend, 
und zwar um so mehr, je héher die Temperatur ist. 

c) AuBer dem optimalen py kann man fiir jede Temperatur die 
optimale Zone ermitteln. Bis zu etwa 40° C breitet sich diese zu beiden 
Seiten des Optimums aus, sowohl in acider als auch in alkalischer 
Richtung. Oberhalb dieser Temperatur zeigt sich, je gréBer die Wasser- 
stoffionenkonzentration, die zunehmende Temperatur als immer 
schadlicher. Mit steigender Temperatur neigt und breitet sich die 
optimale Zone nach der alkalischen Seite zu aus. Gleichzeitig beginnt 
damit die optimale Zone enger zu werden, zuniachst langsam, nachher 
oberhalb 60°C schnell, so daB sie schlieBlich in ein scharfes, durch 
eine bestimmte py gekennzeichnetes Optimum tibergeht. In den hohen 
Temperaturen beeinfluBt eine verhaltnismaBig geringe Verschiebung 
der py schon deutlich die Wirkung der Amylase. 

d) Das Massenwirkungsgesetz zeigt ebenso seine Giiltigkeit. So 
vertriagt eine im Verhaltnis zur Starke vorhandene gréBere Amylase- 
menge gréBere Aciditat. Da iiberdies die Starke auf die Amylase die 
Wirkung eines Schutzkolloids ausiibt, verursacht eine gréBere Starke- 
konzentration, dab die Amylase verhiltnismabig gréBere Aciditit 
vertrigt bzw. fiir ihre giinstige Wirkung bendétigt. 

e) Die Wirkung der Wasserstoffionenkonzentration kennzeichnet 
sich auf zweifache Art, reaktionsférdernd und hemmend. Je héher 
die Temperatur, desto gréBer ist der férdernde EinfluB; gleichzeitig 
aber ist auch die Vernichtung des Enzyms eine gréBere. Dement- 
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sprechend verschiebt sich auch das Optimum und die optimale Zone 
in alkalischer Richtung. Alle Bedingungen, die auf die Amylase 
schiitzend einwirken, werden eine gréBere Aciditat fiir die giinstigste 
Wirkung zulassen. Andererseits werden solche Agenzien, die auf die 
Amylase vernichtend wirken, notwendigerweise die fiir die Dextrinierung 
gunstigste py nach der alkalischen Seite hin verschieben. 

f) Die optimale Wasserstoffionenkonzentration, ebenso die optimale 
Zone fiir das Dextrinierungsvermégen der Amylase ist daher keine 
feste Grébe, sondern abhingig von einer Reihe von Agenzien, wie 
Temperatur, Massenwirkungsgesetz und anderes, also schiitzenden, 
fordernden oder herumenden Einfliissen, die gleichzeitig auf die Amylase 
einwirken. Diese ©“obachtungen stehen mit unseren friiheren im 
Einklang, die das Verhalten der Amylase wisseriger Malzausziige bei 
verschiedener Wasserstoffionenkonzentration behandeln. Es ist jedoch 
hervorzuheben, da bei Einwirkung von Malzausziigen die erwahnten 
Unterschiede noch deutlicher hervortreten'). 


Die Reaktionsgeschwindigkeitskonstante. 

Fiir monomolekulare Reaktionen, zu welchen die Dextrinierung 
der Starke zu rechnen ist, laBt sich folgende Gleichung fiir die Reaktions- 
geschwindigkeit aufstellen: Wenn dz eine unendliche kleine Stoff- 
menge bedeutet, die in der Zeit dé umgesetzt wird, dann ist die 


; aaa OD ; : 
Reaktionsgeschwindigkeit di proportional der noch nicht umgesetzten 


Stoffmenge a— wz, wenn a die Anfangskonzentration der Stoffmenge 
vor der Umsetzung bedeutet;: also: 


dx 
= K (a—2). 
dt ( 
Durch Integrieren erhalt man: 
: ] a 
K = —hn . 
t a—z 


Gewohnlich ersetzt man den natiirlichen Logarithmus durch den 
dekadischen, so daB die Gleichung folgende Form annimmt: 


l 
log ) 
0.4343 . t "6 a—x 


K ist die Konstante der Reaktionsgeschwindigkeit ; sie gibt die in der 
Zeiteinheit umgesetzte Anzahl Mol an. 

Um aus obiger Gleichung AK zu berechnen, miissen die GréBen /. 
a und x bekannt sein; @ und ¢ sind ohne weiteres bekannt, bleibt also 


') T. Chrzaszez, Roezniki Nauk Roluiezych 18, Nr. 2, 1925. 
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nur « zu bestimmen. Die Zahl x steht im Abhangigkeitsverhiltnis 
zum oben besprochenen limes bzw. der Zahl d, welche die in 1 Minute 
dextrinierte Anzahl Kubikzentimeter Stirkekleister angibt und aus 
dem nach der Jodmethode erhaltenen limes-Farbton bestimmt werden 
kann. Die Bestimmung des limes bildete also die Voraussetzung zur 
Berechnung der Reaktionsgeschwindigkeit. 

Durch Bestimmung des limes-Farbtons wurden die fiir die zuvor 
festgestellten optimalen py entsprechenden Zahlen d ermittelt fiir 
Temperaturen zwischen 20 und 60°C in Abstanden von 5 zu 5°. 


Tabelle IV. 
Es wurden die Werte d gefunden bei Einwirkung von 5 cem 0,15 proz. 
Amylase auf 100 cem 2proz. Starkekleister. 





Bei Temperaturen 20°C 25° C weC 35°C wc 4c 59°C 855°C orc 


Bei py - > +: - 44 4,5 4,5 4.6 4.6 47 48 4.9 5.0 
In der Zeit ' 
5 Minuten 3.30 6.60 8.00 
10 - 1.25 3.00 330 380 500 600 700 8.00 
15 133 200 270 330 3.70 480 535 6.60 
20 B 170 260 300 400 5,00 
25 ei 200 270 320 400 
30 i 180 265 3,00 
35 r 170 255 3,00 
40 ss 150 2.55 
45 " 1,41 1,80 
BO iz 1,50 
55 n 1,70 
60 =“ 1,65 
dim Mittel = i33 175 2,70 322 390 500 566 6,70 8,00 


Zur Bestimmung des Wertes d fiir andere py verzichteten wir 
auf die oben genannte limes-Methode, einmal weil sie zu zeitraubend 
ist und iiberdies in Fillen, wo die einzelnen Werte d nahe beieinander 
liegen, auch ungenau ware. Dementsprechend wurde ein Verfahren 
angewendet, das sichere Resultate lieferte. Wir beobachteten vor 
allem die Dextrinierung bei der optimalen py, indem wir alle 5 Minuten 
mit Hilfe der Jodmethode den Verlauf der Reaktion verfolgten, indem 
eine Reihe bestimmter Farben erhalten wurde, von denen jede einer 
bestimmten Menge Stirke, die in den 5-Minutenabstanden dextriniert 
worden war, entsprach, d.h. die Farben entsprachen in ihrer Reihen- 
folge Werten von 5d, 10d, 15d usf. Gleichzeitig wurde auch fiir alle 
anderen py der Verlauf der Dextrinierung verfolgt, und zwar wurde 
mit Hilfe der Jodreaktion nach 20 bzw. 30 Minuten gepriift. Die dies- 
beziiglich erhaltenen Farben wurden nun mit den eben vorher, bei 
optimaler py und entsprechender Temperatur ermittelten Farben ver- 
glichen, somit mit bekannten Werten d. Auf diesem Wege konnte 


11* 


4 | 
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die fiir alle anderen pg giiltigen Werte d gefunden werden, die in Tabelle V 
zusammengestellt sind. 
Tabelle V. 


Es wurden die folgenden Werte d gefunden bei Einwirkung von 5 ccm 
0,15proz. Amylase auf 100 ccm 2proz. Starkekleister. 





Bei Temperat.. 20°C 25°C 3°C 35°C 40°C 459°C S00C 55°C 60°C 
PH 
4.0 1,28 1575 246/271 3.11! 330 335 2,79 2.00 
4,2 1,28 1,64 2.54} 3,12 3,63 430 4,74 450 4.00 
44 1,33 173 2,67 | 3,16 3,72) 480 5,04 5,75 620—640 
45 1,33 175 | 2.70 
4.6 1,33 173 2,70! 3,22 390 483 547 629 740—7,52 
4,7 5,00 
4.8 133 173 2,70 3,21 3,68 5,00 5665 640 7,88 
4,9 6,70 
5,0 133 1,71 2.70/321 3,63 480 564 658 800 
5,2 1329 1,706 2,70 | 3,18 3,57 4,70 561 655 7,80 
54 1,329 1,706 2,70 3,17 3,51 465 550 620 7,20 
5.6 1324 162 265 3,13 347 460 5,17 590 7.00 
6.0 128 157 242/278 334 420 472 525) 5,60 
6,35 1,16 144 225/236 290 3,70 418 445) 542 
6.7 1,07 142 216/233 '279 340 412 418) 480—4,72 
Optimum: 4,4 45 45 46 46 47 48 49 5.0 


In dem Temperaturbereich zwischen 20 und 35°C tritt in obigem 
die optimale py nicht so deutlich hervor wie in den Tabellen I und II. 
Wiewohl die einzelnen Farbténe bei der Bestimmung des Wertes d 
unterschiedlich sind, so waren die betreffenden Differenzen erst an 
dritter oder vierter Stelle nach dem Komma zu erkennen, weshalb 
wir diese geringen Unterschiede in obiger Zusammenstellung nur inso- 
fern beriicksichtigt haben, als wir auf das Optimum py hinwiesen. 

Die gefundenen Werte d geben uns ein Bild von dem Einflub 
der starkedextrinierenden Wirkung der Amylase. Das ganze wird noch 
vervollstandigt, wenn man die erhaltenen d in entsprechenden Gewichts- 
mengen x ausdriickt und daraus nach der Gleichung der Reaktions- 
geschwindigkeit die Konstante K und K relativ errechnet. AK relativ 
bedeutet die relative Konstante, indem nimlich der héchste Wert 
von K, der tiberhaupt erhalten wurde (d.i. bei 60°C und py = 5) 
gleich 100 gesetzt und dementsprechend fiir alle anderen Temperaturen 
und py bestimmt wurde. 

Die Untersuchungen iiber die Konstante der Reaktionsgeschwindig- 
keit beim DextrinierungsprozeB der Starke durch Amylase fiihren zu 
den SchluBfolgerungen : 

a) Fiir das Dextrinierungsvermégen der Amylase gibt es keine 
feste optimale Wasserstoffionenkonzentration; dieselbe ist vielmehr 
abhangig, insbesondere von der Temperatur. 
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Vv Tabelle V1. 
20°C 25°C C 35°C 
fa fs ao : 
kK. 104 K rel A. 10+ K rel. A. 104 K rel k . 104 K rel. 
‘mn 
4,0 2,05 14,70 2,64 19,00 4,15 29.90 4.56 32,80 
on 4,2 2,09 15,00 2,76 19,90 4.29 30,90 5,25 37,80 
44 2,238 16,04 2,91 20,90 4,50 32,40 5,33 38,30 
45 2.94 21,15 4.60 33,10 
4.6 2,23 16,04 2.91 20,90 4,60 33,10 545 39,20 
4,7 
' 48 2,23 16,04 2,91 20,90 4,60 33,10 544 39,10 
4.9 
' 5,0 2,23 16,04 2,88 20,70 4,60 33,10 5,44 39,10 
: 5,2 2,23 16,04 2,87 20,65 4,60 33,10 542 39,00 
54 2,23 16,04 2.87 20,65 4.60 33,10 5.37 38.60 
5.6 2,22 15,97 2,72 19.60 4,47 32,20 5,30 38,10 
6.0 2.09 15,00 2.64 19,00 4.08 29.30 4.93 35,50 
6,35 1,91 13,70 2,42 17,40 3,79 27,20 3,96 28,50 
6,7 1,74 12.50 2.38 17,10 3.64 26,20 3.93 28.30 
40°C 45°C 50°C 550C 60°C 
: acne oS Bens 
, Pu K.10*) Arel. A.10* Arel A.10*) Krel. A.10* Keel. A. 104 K rel 
4S 527 37,90 564 4060 568 4090 473 3400 337 24.20 
4,2 6,14 4420 7,35 52,90 811 5830 7,67 5520 680 4890 
m 44 630 4535 821 5900 864 62,20 987 71,00 1085 78,10 
I. 4,5 
j 46 662 47,60 826 5940 937 6740 10,80 77,70 12,90 92,80 
‘ 4,7 855 661,50 
un 48 624 4490 835 60,00 972 69,90 11,00 70,10 13,50 97,10 
lb 4.9 1156 838.20 
5.0 615 4430 821 5900 969 69,70 1134 81,60 18.90 100.00 
D- 5,2 6,06 43,60 $04 5780 9,60 69,10 11,30 8130 13,50 97,10 
n. 54 5.94 280 7,95 57.20 943 67,80 1067 7680 1255 9030 
5.6 5.89 4240 7,87 56,60 885 63,70 1013) 72,90 12,10 87,00 
13 6.0 | 5,65 40,70 718 51,70 8,06 58,00 897 6450 960 69,10 
‘h 635 4.91 3540 633 4550 7,11 51,20 7,58 54,50 855 61,50 
7 6,7 4.73 34,00 581 4180 7,00 5040 711 5120 820 59,00 
- b) Die Geschwindigkeitskonstante innerhalb einer Temperatur ist 
iV ; _ : : re rege — 
. eine von der Wasserstoffionenkonzentration abhangige Grébe; sie ist 
r oe , . 
5) fiir jede Temperatur eine andere. 
) : en , : 
ts c) Fiir jede Temperatur kann neben der optimalen Wasserstoff- 
ionenkonzentration auch die optimale Zone ermittelt werden, die um 
so breiter ist, je kleiner die Reaktionsgeschwindigkeit ist, d. h. also in 
5 niedrigeren Temperaturen; bei héheren Temperaturen aber ist, mit 
~ zunehmender Reaktionsgeschwindigkeit, die optimale Zone enger. 
d) In Temperaturen, die unterhalb 35° C liegen, ist die Geschwindig- 
» keitskonstante in der Optimumnihe, besonders nach der alkalischen 
- Seite zu, sehr wenig verschieden von der beim Optimum der py er- 
mittelten. Der ungiinstige EinfluB der Wasserstoffionenkonzentration 
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zu beiden Seiten der optimalen py ist um so gréBer, je héher die Tem- 
peratur ist, bei welcher eingewirkt wurde, was sich an der Abnahme 
der Reaktionsgeschwindigkeit zu erkennen gibt. Diese Verlangsamung 
tritt oberhalb py = 6 ein, und zwar in allen Fallen, ebenso unterhalb 
Py 4.4 bis 4,2. Innerhalb einer Wasserstoffionenkonzentration von 
Pu 4,2 (4,4) bis 6,0 diirfte also die allgemeine giinstige Zone fiir die 
starkedextrinierende Wirkung der Amylase liegen. 

@ Tragt man die nach Tabelle VI erhaltenen Werte in ein recht- 
winkeliges Koordinatensystem derart ein, da man aut der Abszisse 
die py, auf der Ordinate die dazugehérigen Werte von K relativ auf- 
zeichnet, so erhalt man ein Gesamtbild aller Kurven, aus dem sehr 
deutlich die Abhingigkeit der optimalen py, von der Temperatur, 
sowie die der optimalen Zone ersichtlich ist. Die fiir die einzelnen 
Temperaturen als optimale py gekennzeichneten Punkte liegen fast 
annaihernd auf einer Geraden, deren Richtung von unten—oben nicht 
senkrecht, sondern mit zunehmender Temperatur von der aciden nach 
der alkalischen Seite hin verlauft. Einige geringe Abweichungen der 
optimalen py-Punkte von der geraden Verbindungslinie diirften auf 
Versuchsfehler zuriickzufiihren sein. 











——> K-relatv 














40 42 4 46 48 50 52 54% 56 58 60 635 6? 


Abb. 1. 


Die Bestimmung der Geschwindigkeitskonstante fiir die Dextrinierung der 
Stirkedurch Amylase in wisseriger Lésung ohne Zugabe von Puffersubstanzen. 

Es war anzunehmen, daB die Reaktionsgeschwindigkeit der Stirke- 
dextrinierung durch Amylase ohne Zugabe von Puffersubstanzen im 
Verhaltnis zur Reaktionsgeschwindigkeit bei Zugabe von Puffer- 
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substanzen sich nur insofern unterscheiden wiirde, als ein Unterschied 








“el in der Wasserstoffionenkonzentration vorhanden ist. Im Falle sich 

ng dieser Unterschied anders zeigen sollte, miibte diese Differenz auf die 

alb Wirkung der Puffersubstanzen selbst zuriickzufiihren sein. Um dies 

-_ zu entscheiden, bestimmten wir nach der limes-Methode die Reaktions- 

die geschwindigkeit bei Gegenwart von Puffersubstanzen sowie bei Ab- 
wesenheit von Puffersubstanzen. Die Wasserstoffionenkonzentration 

ht- des 2proz. Stirkekleisters + Amylaselésung betrug ohne  Puffer- 

aoe substanzen py 6.4. Tabelle VIL zeigt die diesbeziiglichen 

uf. Resultate. 

hr Tabelle V11. 

ur, Bei Einwirkung von Amylase auf Stirkekleister bei Gegenwart von 

en Puffersubstanzen wurde gefunden: 

ast 

‘ht Bei einer Temperatur von 20 25 30 35 40 45 50 55 60PC 
beim Optimumpy,. 44 45 45 46 46 47 48 4.9 50 

ch betrigt de ... . 133 175 2:70 3.22 390 5.00 5.665 670 8.00 

ler betragt Kr. 10*, . 223 294 460 545 662 855 9,70 11,60 13,90 

vuf 

Bei Einwirkung von Amylase auf Starkekleister ohne Puffersubstanzen 
wurde gefunden: 

Bei einer Temperatur von 20 25 30 35 40 45 50 55 60°C 
bei einer py von. . 64 64 64 64 |64 64 64 64 64 
betragt d, ... ./|/ 1,12 1,30 2,15 | 238 | 3,15) 400) 4,77 530) 631 
betriagt A,.10' . 188 218 3,66 | 403 535/684 817 918 10,96 
also 5dy = 4dp; dp 140 1.72 2.69 | 3,00 | 3.94 5.00) 596 6.60 7.90 

Die letzte Reihe ist berechnet aus dem jedesmaligen Wert von d, 
nach der Gleichung 5d, = 4d, und dient zum Vergleich mit den im 
oberen Teile der Tabelle VII erhaltenen Werten d,. 

Aus Tabelle VII ersehen wir, daB die Reaktionsgeschwindigkeit 
in wiasseriger Lésung bei Abwesenheit von Puffersubstanzen im Ver- 
gleich mit der Reaktionsgeschwindigkeit in gepufferter Lésung beim 
Optimum py um etwa 17 bis 21 Proz. abhaingig von der Temperatur 
langsamer verliuft. 

Gleichzeitig ergibt sich, wie aus den Reaktionskonstanten er- 
sichtlich, die sowohl fiir die bei py = 6,4 verpufferten Lésungen als 
auch fiir ungepufferte Lésungen von derselben Wasserstoffionen- 
konzentration ermittelt wurden (K, und Ag). dab die Puffersub- 

er stanzen als solche eine sichtliche, unmittelbare Wirkung ausiiben, 
n. die von 30°C aufwiirts als schon ungiinstig zu nennen ist. Ober- 
.. halb 30°C finden wir, wie aus Tabelle VIII ersichtlich, dab die 
- Werte AK, zahlenmabig gréBer sind als die zu derselben py zugehorigen 
>. Werte Kp. 
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Tabelle VIII. 





Temperatur: . .  2Q@ | 25 30 35 40 45 50 55 60°C 
Bei py 6.4 ohne Puffersubstanz betrigt 
maces « a 188 218 3,66) 403 | 535 684 817 918 10,96 
Mit Puffersubstanz bei py 5,6 ist 
Be... * 2.22 2.74 447 530 589 7,87 8.85 10,13 12,10 
bei py = 60 = 2,09 264 408 493 565 7,18 806 897 9,60 
bei py = 635= 1,91 242 3,79 396 491 633 711!) 758 8355 
bei py 6,7 = 1,74 238 3,64 393 473 581 700 7,11 8,20 


Das Verhiltnis der Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten. 

Das Verhaltnis der Konstanten wurde von uns fiir Temperatur- 
intervalle von 10°C berechnet. Wie aus nachstehender Tabelle er- 
sichtlich, nimmt das Verhiltnis mit steigender Temperatur ab. Ahn- 
liche Zahlen findet man in der Literatur fiir das Verzuckerungsvermégen 
der Amylase. 





Ky» Ky 


Temperaturen ky ky 
bei optim. py fur ungepuft. Losung 


20-—30°C 2.00 1.92 
25—35 1,84 1.83 
35—45 1,55 1,68 
40—50 1,45 1,50 
45—55 1.34 1,33 
50—60 1.41 1,32 


Der Temperaturkoeffizient. 
Nach einer von Arrhenius aufgestellten Gleichung 1iBt sich der 
Temperaturkoeffizient A wie ws berechnen : 


log (5 ‘a T,.T. 
M (T T;) 

Fiir Intervalle von 10°C ergaben sich, indem wir die Reaktions- 
geschwindigkeit bei der optimalen py fiir eine Zahlenreihe, sowie fiir 
die zweite Reihe die Reaktionsgeschwindigkeit in wasseriger, un- 
gepufferter Lésung zugrunde legten, folgende beiden, ganz gut iiber- 
cinstimmenden Reihen: 





A bei A fir 
Temperaturen optim. Py ungepuff. Lésungen 
20—30°C 12 860 11 580 
25—35 11 192 11 292 
35—45 8 584 10 162 
40—50 7512 8 200 
45—55 6 100 5 948 


50—60 7 390 6 000 











a 
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Wie die obigen Zahlen zeigen, wird der fiir Intervalle von 10°C 
berechnete Arrheniussche Temperaturkoeffizient fiir das Dextrinierungs- 
vermégen der Amylase mit steigender Temperatur kleiner. 

In dieser Hinsicht finden wir eine Analogie mit den von Ernstrém'), 
Liiers und Wasmund?) angegebenen, fiir das Verzuckerungsvermégen der 
Amylase berechneten Zahlen, mit denen sie zahlenmiBig fast tiberein- 
stimmen. Fiir das Dextrinierungsvermégen wurde der Koeffizient von 
Sjéberg*) bestimmt, doch stimmen seine Zahlen mit den unsrigen nicht 
iiberein. Sjéberg findet sowohl das Verhialtnis der Geschwindigkeits- 

K, - 
konstanten (i) als auch den Temperaturkoeffizienten A fiir verschiedene 
1 
Temperaturintervalle konstant, was offenbar darauf zuriickzufiihren ist, 
daB Sjéberg auf einem verhiltnismaBig geringen Versuchsmaterial basiert, 
auBerdem in seinen Versuchen die niedrigeren Temperaturen beriicksichtigte, 
wobei, in Anbetracht der analytischen Schwierigkeiten, die Unterschiede 
nur schwer festzustellen sind. 


Die Inaktivierung der Amylase. 

Zwecks Feststellung der Inaktivierung beschickten wir eine Anzahl 
teagenzglaser mit 0,15proz. Amylaselésung, die mit einer bestimmten 
Menge Acetatpuffergemisch versetzt wurde, so dab die Wasserstoff- 
ionenkonzentrationen von py = 5, 5,5, 6,0 und 6,4 erhalten wurden; 
letztere ergab sich als py, der wasserigen Lésung, ohne Zusatz von 
Puffergemisch also. Als Versuchstemperaturen wahlten wir 35, 50 
60 und 65°C. Die Zeit der Inaktivierung wurde auf '4 und | Stunde 
testgesetzt. Nach dem Herausnehmen aus dem Wasserbad wurde 
sofort abgekiihlt und mit der nunmehr inaktivierten Amylase auf 
2proz. Stirkekleister bei 30°C und der dieser Temperatur ent- 
sprechenden optimalen py = 4,6 eingewirkt. Die dextrinierende 
Kraft der inaktivierten Amylase wurde wie oben durch Ermittlung 
von d, durch Auffinden des limes bestimmt. Die Inaktivierung in 
den einzelnen Temperaturen und Wasserstoffionenkonzentrationen 
wird in folgender Tabelle veranschaulicht. 

Die Verlangsamung der Dextrinierung betrug bei Inaktivierung der 
Amylase in den Temperaturen: 

Nach !/, Stunde 





Bei 35°C soc oc oC 
PH Proz. Proz. Proz. Proz. 
5.0 2.0 19 317 62.5 
55 12 15 25.0 48.0 
6.0 18 19 27.0 415 
6.4 3.5 19 33.0 35.0 
ty) Le. 
2) le. 


3) K. Sjéberg, diese Zeitschr. 188, 218, 1922. 
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Nach 1 Stunde 





Bei py 35°C YC ee 65°C 
Proz. Proz. Proz. Proz. 

5,0 5,0 21 46.7 100.0 
5.5 20 16 32.0 59.0 
6,0 40 20 36.7 44.0 
64 7.0 22 38.0 38.5 


Die Zahlen zeigen, da die Inaktivierung oberhalb 30°C beginnt. 
Bei 35°C ist sie noch unbedeutend, tibereinstimmend also mit den 
von Sjéberg gemachten Beobachtungen. Mit steigender Temperatur 
wird die Inaktivierung der Amylase gréBer, jedoch nicht in dem Grade, 
wie es Sjéberg findet, daB naimlich die dextrinierende Kraft der bei 
55°C inaktivierten Amylase gleich Null ist. Unsere Untersuchungen 
konnten derartiges nicht feststellen; erst bei 65°C bei py = 5 finden 
wir eine giinzliche Inaktivierung der Amylase. In derselben Temperatur 
finden wir bei py = 6 bis 6,4 noch iiber 50 Proz. nicht inaktivierter 
Amylase. Die Inaktivierung hingt ab von der Temperatur, der In- 
aktivierungszeit und der py. In Temperaturen unter 60°C liegt die 
gréBte Stabilitat zwischen py 5,5 und 6; bei 65°C aber verschiebt sich 
dieselbe von py = 6 auf 6.4. Die Stabilitat verschiebt sich also von 
Ph OD bis 6,4. 

Es diirfte hierbei noch folgendes hervorzuheben sein. v. Euler 
gibt an, daB die Inaktivierung beim Optimum p, untersucht werden 
mu, einer nach seinem Dafiirhalten festen GréBe. Da jedoch, wie 
unsere Untersuchungen zeigen, es eine optimale py als feste GréBe 
nicht gibt, so ist bei Inaktivierungsbestimmungen anzugeben, welche 
Pu als Optimum bei der betreffenden Temperatur angenommen war, 
denn abhaingig von dieser py kann die Inaktivierung sich verschieden 
groB zeigen, eine Tatsache, durch die auch offenbar der Unterschied 
zwischen unseren Zahlen und den von anderen Autoren angegebenen 
bedingt wird. 

Zusammenfassung. 

Die Untersuchungen iiber ‘die Depolymerisation (Dextrinierung) 
der Stiirke durch gereinigte, aus Weizenmalz erhaltene Amylase 
fiihren uns zu den SchluBfolgerungen: 

1. Eine feste optimale Wasserstoffionenkonzentration fiir das 
Dextrinierungsvermégen der Amylase gibt es nicht. Die optimale py 
ist abhangig von verschiedenen Bedingungen, besonders von der 
Temperatur der Einwirkung der Amylase, ferner von dem Massen- 
wirkungsgesetz, von der Schutzwirkung der Starke und den Puffer. 
substanzen als solchen. Bei jeglicher Anderung der Versuchsbedingungen, 
besonders der Temperatur, zeigt sich eine andere py als giinstigste ; 


so verschiebt sich be: Temperatursteigerung von 20°C an bis 75°C 














nt. 
len 
tur 
de, 
bei 
ren 
len 
bur 
ter 
[n- 
lie 
ich 
on 








EinfluB der H-Tonenkonzentration auf die Dextrinierung der Starke. 171 


die optimale py von 4,4 bis auf 5.4. Alle Bedingungen, die auf die 
Amylase ungiinstig einwirken, wie héhere Temperatur, Konzentrations- 
erniedrigung der aufeinander wirkenden Massen (Stirke und Amylase), 
wie die dadurch verminderte Schutzwirkung des Stirkekleisters, ver- 
schieben die optimale py, in alkalischer Richtung, wie andererseits 
die die amylolytische Wirkung giinstig beeinflussenden Agenzien die 
optimale py in acider Richtung verschieben. Aus diesem Grunde 
also hat die Angabe einer optimalen py fiir das Dextrinierungsver- 
mégen der Amylase, wie wahrscheinlich auch fiir andere Enzyme, nur 
dann seinen Zweck und seine Richtigkeit, wenn gleichzeitig die Versuchs- 
bedingungen angegeben werden. Damit werden auch die scheinbaren 
Unstimmigkeiten beziiglich verschiedener optimaler p, klar, die fiir 
die amylolytische Wirkung von verschiedenen Autoren angegeben werden. 

2. Ahnlich verhilt es sich mit der optimalen Zone der Wasserstoff- 
ionenkonzentration fiir die Wirkung der Amylase, die ebenfalls keine 
feste GréBe ist. In niedrigeren Temperaturen bis 40° C 
Zone gro, breitet sich zu beiden Seiten der optimalen py der betreffenden 
Temperatur aus, geht also sowohl in alkalischer als auch in acider 
Richtung. Mit steigender Temperatur verengt sich die giinstige Zone, 
wobei sie sich gleichzeitig immer mehr in alkalischer Richtung hin 
verschiebt, um schlieBlich bei 60°C in ein scharfes Optimum der py 


ist die giinstige 


iiberzugehen. In diesen Temperaturen ist schon eine verhaltnismabig 
geringe Anderung der py auf die Wirkung der Amylase von grofem 
EinfluB, was in den niedrigeren Temperaturen nicht der Fall ist. 

3. Die Konstante der Reaktionsgeschwindigkeit A ist fiir jede 
Temperatur abhingig von der py, wie aus dem Kurvenbild deutlich 
hervorgeht, das aus den erhaltenen Werten A relativ konstruiert ist. 

4. Die Acetatpuffergemische beschleunigen abhangig von der Tem- 
peratur die Dextrinierungsgeschwindigkeit giinstigstenfalls um etwa 21 
bis 26 Proz. im Vergleich zu wasserigen Lésungen ohne Puffersubstanzen. 


K, 
5. Das Verhiltnis der Konstanten (>) und die Temperatur- 


koeffizienten (A) fiir l0gradige Temperaturabstinde nehmen mit 
steigender Temperatur ab und nahern sich zahlenmabig sehr den fir 
das Verzuckerungsvermégen gefundenen Werten. 

6. Die Inaktivierung der Amylase beginnt oberhalb 30°C, und 
abhaingig von der py wird die Amylase oberhalb 60 bzw. 65°C im 
Sinne v. Eulers ganzlich inaktiviert, d.h. also in bedeutend héherer 
als bisher angenommener Temperatur. Da es keine feste optimale 
Py gibt, so muB die Inaktivierung im Sinne v. Eulers beim Optimum 
der py der betreffenden Temperatur untersucht werden, welchen py- 
Wert man der Genauigkeit wegen immer angeben mub. 


Uber chinin- und atoxylfeste Lipasen in innersekretorischen 
Organen. 


Von 
Ernst Herzfeld und Werner Engel. 


(Aus der ITI. medizinischen Klinik der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 1, Maj 1925.) 


Der Nachweis von Lipasen in den verschiedenen Geweben, aller- 
dings mit anderen Methoden als den jetzt iiblichen, war bereits vor 
langerer Zeit gefiihrt worden. 

So konnten unter anderen A. Pagenstecher (1) in Milz, Leber, Lunge, 
Niere, Loeb und Guttmann (2) in den Ovarien und Biitow (3) in der Hypo- 
physe lipolytische Fermente nachweisen. Aber erst durch die zahlreichen 
Untersuchungen von Rona und seinen Mitarbeitern wurde es erméglicht, 
die einzelnen Lipasen zu differenzieren, und zwar durch Feststellung ihrer 
Festigkeit gegeniiber einzelnen Giften. Die vornehmlich zur Verwendung 
gelangenden Gifte waren Chinin und Atoxyl. Eine Reihe von Organen 
ist bereits auf das Verhalten ihrer Lipasen diesen Giften gegeniiber ge- 
priift worden. Nach Rona und Pavlovié (4) ist die im Pankreas vorhandene 
Lipase gegen Atoxyl ganz unempfindlich, wahrend sie durch Chinin stark 
angegriffen wird; nach den gleichen Autoren (5) zeigt die Leberlipase genau 
das umgekehrte Verhalten. Ebenso wie die Leberlipase verhalt sich die 
Nierenlipase (Rona und Haas)(6) und die Lungenlipase (Krémeke) (7). 
Wahrend beim Menschen die Lipase des Serums, im Gegensatz zu der der 
Erythrocyten (Simon) (8), normalerweise keine Giftfestigkeit zeigt, sollen 
nach Rona, Petow und Schreiber (9) und Petow und Schreiber (10) bei Leber- 
und Nierenerkrankungen chininresistente Lipasen im Serum auftreten. 
Trotz ihres konstanten Vorkommens bei Lebererkrankungen ist der Nach- 
weis chininresistenter Lipasen nach Simon (11) wegen ihres gelegentlichen 
Vorkommens auch bei anderen Erkrankungen zurzeit wenigstens fiir die 
klinische Diagnostik noch nicht verwertbar. AuBerdem scheinen, was 
bisher gleichfalls noch nicht geniigend gewiirdigt ist, auch andere Faktoren, 
z. B. nach Prewitt (12) das Pilocarpin, die Abgabe von Organlipasen in das 
Blut zu beeinflussen. Gerade bei Organen, bei denen bestimmte hormonale 
Stoffe in das Blut abgegeben werden, erschien es uns notwendig, fesizu- 
stellen, ob Verinderungen der innersekretorischen Tatigkeit nicht auch 
mit Verinderungen der Fermentabgabe ins Blut einhergehen. Ehe man 
aber an diese und andere Fragen iiberhaupt herangeht, muB man zuniichst 
iiber die Art der Lipasen in den einzelnen Organen genau unterrichtet sein. 
Von den Organlipasen des innersekretorischen Systems wissen wir aber 
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Naheres erst iiber die des Pankreas (Rona und Pavlovié) (4) und der Schild- 
driise (Herzfeld und Engel) (13). Wir haben es daher im folgenden unter 
nommen, Untersuchungen tiber die Giftfestigkeit der in Nebenniere, Hoden, 
Ovarium, Corpus luteum, Thymus und Hyphophyse befindlichen Lipasen 
anzustellen. 

Die Wirksamkeit der Lipasen dieser innersekretorischen Organe 
wurde nach der stalagmometrischen Methode von Rona und Michaelis 
bestimmt. In jedem Versuch kamen zu 1 cem des zu untersuchenden 
Organextrakts 3ccm einer Pufferlésung und 1 ccm des Giftes. Nach- 
dem dieses 30 Minuten lang gewirkt hatte, wurden 50 cem Tributyrin- 
lésung zugesetzt. Der EinfluB der Lipasen auf die Oberflachenspannung 
der Tributyrinlésung wurde durch Bestimmung der Tropfenzahl am 
Stalagmometer in gleichmabigen Zeitabstanden festgestellt. Beziiglich 
der Zusammensetzung der von uns angewandten Puffer- und Tributyrin- 
lésungen verweisen wir auf unsere Arbeit iiber die Schilddriisen- 
lipasen (13). 

Ebenso wie in den Versuchen an Schilddriisen haben wir auch 
die Lipasen der hier untersuchten innersekretorischen Organe auf ihre 
Resistenz gegen Chinin und Atoxyl gepriift. Diese Gifte wurden, falls 
nichts anderes angegeben, in 0.2 proz. Lésung verwandt. In jedem 
Falle wurden Kontrollversuche angestellt, die statt der Gifte die gleiche 
Menge Aqua dest. enthielten. 

Die Organextrakte wurden, wie in der Arbeit tiber Schilddriisen 
lipasen schon genauer ausgefiihrt worden ist, durch Filtrieren eines 
Organbreies hergestellt und erhielten einen Konservierungszusatz von 
2 Proz. Chloroform. 

Da unsere Versuchsreihen im allgemeinen zu gleichartigen 
Resultaten fiihrten, haben wir im folgenden nur einzelne Beispiele 
angefiihrt. Es sollen zunachst die Resultate von Versuchen an Neben- 
nieren mitgeteilt werden. 

Tabelle 1. 
Extrakt aus Rindernebennieren. 
Tributyrin: 181 Tropfen. Aqua dest.: 125 Tropfen. Protokoll Nr. 9. 





Minuten Chinin Atoxyl Kontrolle 
3 168 168 167 
20 165 166 164 
40 163 161 158 
60 | Eis 154 149 


Die starke Abnahme der Tropfenzahl in allen drei Fallen, die das 
Zeichen einer Erhéhung der Oberflichenspannung ist. zeigt, dab die 
Nebennieren des Rindes Lipasen enthalten, die gegen Chinin und auch 


gegen Atoxyl resistent sind. 
Ebenso verhielten sich Extrakte aus Nebennieren des Hammels. 
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Tabelle 11. 
Extrakt aus Hammelnebennieren. 


Tributyrin: 158 Tropfen. Aqua dest.: 121 Tropfen. Protokoll Nr. 7a. 





Minuten Chinin 0,2 Proz. Chinin 2 Proz. Atoxyl 0,2 Proz. Atoxyl 2 Proz. Kontrolle 
3 156 154 153 155 153 
20 27 138 137 145 131 
40 126 133 130 137 126 
60 122 132 128 129 125 
80 121 132 127 126 126 


In diesem Versuch wurden nicht nur die Giftkonzentrationen von 
0,2 Proz. verwandt, sondern daneben je eine Vergleichsprobe mit der 
zehnfach starkeren Konzentration angestellt. Die 2 Proz. Chininlésung 
hatte im Gegensatz zu der entsprechenden Atoxyllésung einen leicht 
hemmenden Einflu8} auf die Fermentwirkung. Die Differenzen der 
Tropfeuzahlen nach 3 und nach 80 Minuten beweisen aber, dal auch 
in den Nebennieren des Hammels chinin- und atoxylresistente Lipasen 
vorhanden sind. 

Im folgenden sind die Resultate einer Anzahl von Versuchen an 
Extrakten aus Stierhoden und Rinderovarien aufgefiihrt. 

Tabelle 111. 
Extrakt aus Stierhoden. 


Tributyrin: 166 Tropfen. Aqua dest.: 122 Tropfen, Protokoll Nr. 13. 





Minuten Chinin Atoxyl Kontrolle 
3 160 164 160 
30 155 156 156 
60 150 152 155 
90 149 146 141 


Tabelle 1V. 
Extrakt aus Stierhoden. 
124 Tropfen. Aqua dest.: 97 Tropfen. 


Tributyrin: Protokoll Nr. 20. 





Tributyrin: 126 Tropfen. Aqua dest.: 98 Tropfen. Protokoll Nr. 15. 
Minuten Chinin Atoxyl Kontrolle 
3 12] 120 120 
30 116 117 115 
60 109 112 108 
90 100 107 99 


Minuten Chinin Atoxyl Kontrolle 
3 119 118 119 
30 114 116 116 
60 114 114 113 
mw) 111 111 110 
Tabelle V. 


Extrakt aus Rinderovarien. 
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Tabelle V1. 
Extrakt aus Rinderovarien. 
Tributyrin: 124 Tropfen. Aqua dest.: 97 Tropfen. Protokoll Nr. 19. 





Minuten Chinin Atoxyl Kontrolle 
3 120 119 118 
30 115 115 114 
60 lll 112 107 
mw) 105 108 100 


Sowohl die Hoden- als auch die Ovarienextrakte enthalten dem- 


n nach chinin- und atoxylfeste Lipasen. Es ist aber bei diesen Organen 
T ein wenn auch geringer Unterschied in ihrem Verhalten gegen Chinin 
g einerseits und Atoxyl andererseits festzustellen. 

it Wie sich aus Tabelle III und IV ergibt, erwiesen sich die Hoden- 
T lipasen gegen Chinin zum Teil etwas weniger resistent als gegen Atoxy], 
h teils blieben sie durch beide Gifte in gleicher Weise unveriindert. Anders 
n verhielten sich dagegen die Ovarienextrakte. Die Tabellen V und VI 


zeigen, dal die Lipasen der Ovarien gegen Atoxyl etwas weniger 
n resistent sind als gegen Chinin. 
Bei der Herstellung der Ovarienextrakte waren vorher die Corpora 
lutea entfernt und aus diesen besondere Extrakte hergestellt worden. 
Tabelle VII. 


Extrakt aus der Corpus liteum des Rindes. 
Tributyrin: 124 Tropfen. Aqua dest.: 97 Tropfen. Protokoll Nr, 21. 





Minuten Chinin Atoxyl Kontrolle 
3 117 117 17 
30 113 114 114 
60 109 110 110 
Ot) 105 107 107 


Bei der Untersuchung dieser Extrakte ergab sich, dal} auch das 
Corpus luteum des Rindes Lipasen enthalt, die sowobl gegen Chinin 
als auch gegen Atoxyl resistent sind. 

In Extrakten, die in gleicher Weise wie bei den bisher beschriebenen 
Organen aus der Thymus des Kalbes hergestellt wurden, konnten 
ebenfalls chinin- und atoxylresistente Lipasen nachgewiesen werden. 


Tabelle VIII. 
Extrakt aus dem Thymus des Kalbes. 
Tributyrin: 152 Tropfen. Aqua dest.: 124 Tropfen. Protokoll Nr. 23. 





Minuten Chinin Atoxyl Kontrolle 
3 150 147 147 
30 138 137 137 
60 132 127 130 


90 130 126 128 
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Im folgenden sei auch iiber Versuche an Kalbshypophysen berichtet. 
Bei diesen Organen reichte die Verarbeitung in der Fleischmiihle nicht 
aus, um einen geeigneten Organbrei zu erhalten. Aus diesem Grunde 
wurden die Hypophysen, nachdem sie gereinigt, gespiilt und zerkleinert 
waren, mit reinem Sand zusammen im Morser zu einem Brei verrieben 
und aus diesem der Extrakt hergestellt. 


Tabelle 1X. 
Extrakte aus Kalbshypophysen. 
Tributyrin: 133 Tropfen. Aqua dest.: 86 Tropfen. Protokoll Nr. 33. 





Minuten Chinin Atoxyl Kontrolle 
3 129 132 129 
30 118 125 116 
60 114 115 103 
9 O8 106 98 


Bei der Untersuchung zeigten die Hypophysen sehr wirksame 
Lipasen, die auch gegen Chinin und Atoxyl resistent waren. Wahrend 
jedoch der Chininzusatz ganz ohne Wirkung war, zeigte sich auf Atoxyl 
eine geringfiigige Hemmung. 

Um die Frage zu beantworten, ob die untersuchten Lipasen wirklich 
aus den Organzellen stammten oder vielleicht aus den interzellularen 
Gewebsfliissigkeiten mit in die Extrakte hineingekommen waren, 
wurden zum Vergleich Versuche mit dem Serum der entsprechenden 
Tierart angestellt. 

Tabelle X. 


Versuch mit Hammelserum. 
Tributyrin: 127 Tropfen. Aqua dest.: 86 Tropfen. Protokoll Nr. 29. 





Minuten Chinin Atoxyl Kontrolle 
3 125 125 124 
30 124 122 123 
60 121 122 121 
90 120 121 119 


Tabelle XI. 
Versuch mit Rinderserum. 
Tributyrin: 120 Tropfen. Aqua dest.: 90 Tropfen. Protokoll Nr. 22. 





Minuten Chinin Atoxyl Kontrolle 
3 117 117 117 
30 115 116 117 
60 114 114 114 
90 114 114 113 


Wie sich aus Tabelle X und XI ergibt, war unter den gleichen 
Bedingungen, unter denen die Organextrakte meist sehr stark lipolytisch 
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wirksam waren, die Wirkung der Serumlipasen nur gering. Demnach 
mu die in den Organversuchen festgestellte lipolytische Wirkung auf 
die Zellfermente selbst zuriickgefiihrt werden. 

Die im vorstehenden mitgeteilten Untersuchungen iiber die Lipasen 
der innersekretorischen Organe scheinen uns eine geeignete Grundlage 
zu bieten fiir weitere Feststellungen iiber das Verhalten der Fermente 
dieser Organe auch unter pathologischen Bedingungen. 


Zusammenfassung. 


In Organextrakten aus Nebenniere, Hoden, Ovarium, Corpus 
luteum, Thymus und Hypophyse konnten Lipasen nachgewiesen 
werden. 

Die Lipasen dieser simtlichen Organe erwiesen sich resistent 
gegen Chinin und Atoxyl. 

In bezug auf den Grad der Resistenz ergaben sich nur geringe 
Unterschiede. 

Ein gewisser Gegensatz besteht im Verhalten der Lipasen von 
Hoden und Ovarien. Die Hodenlipasen erwiesen sich zum Teil weniger 
resistent gegen Chinin als gegen Atoxyl, die Lipasen der Ovarien weniger 
resistent gegen Atoxyl als gegen Chinin. 
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Eine einfache Methode zur quantitativen Bestimmung 
des Cholesterins. 


Ve m 


Ludwig Suranyi und Andreas Korényi. 


(Aus dem bakteriologischen Institut und aus dem pathologisch-anatomischen 
Institut Nr. Il der kénigl. ungar. Pazmany-Péter-Universitat zu Budapest.) 


(Eingegangen am 5, Mai 1925.) 


Zur Ausarbeitung der unten naiher beschriebenen Methode regten 
uns Versuche an, welche die Klirung der Rolle des Cholesterins beim 
Entstehen des Kropfes bezweckten. Zu diesem Zwecke behandelte 
der eine von uns mehrere Kaninchen verschiedentlich mit Cholesterin. 
Vor, wahrend und nach Abschlu®B der Cholesterinbehandlung wurden 
Blutcholesterinbestimmungen durchgefiihrt. Solange nur wenige 
Bestimmungen durchzufiihren waren, wurde mit der prazisen Windaus- 
schen Methode gearbeitet. Als aber zahlreiche Bestimmungen gleich- 
zeitig fillig wurden, mubte die erwihnte Methode, hauptsachlich weil 
sie zu viel Zeit beansprucht, mit der Autenrieth-Funkschen Methode, 
welche bekanntlich eine kolorimetrische Anwendung der Liebermann- 
Burkhardtschen ist, vertauscht werden. Daf die kolorimetrischen 
Methoden keine absoluten Werte geben, ist bekannt, jedoch sind die 
Resultate im allgemeinen fiir praktische Zwecke entsprechend wie 
z. B. bei einer Bestimmung von Hamoglobin, Zucker usw. Bei dem 
Cholesterinspiegel des Blutes liegen aber normale und pathologische 
Werte dicht nebeneinander, und so tritt hier der Versuchsfehler, die 
Subjektivitat beim Vergleichen zweier Farbenténe, um so mehr in 
den Vordergrund. Es kommen auch Farbennuancen vor, welche man 
mit der Farbe des Keiles iiberhaupt nicht vergleichen kann. 

Die obenerwaihnten Versuche muBten aus aduBeren Griinden ab- 
gebrochen werden. Da die erste erwaihnte Methode zu Massenunter- 
suchungen ungeeignet, die andere aber fiir feinere Bestimmungen 
unbrauchbar ist, wurde die unerwiinschte Arbeitspause zur Erprobung 
einer leicht durchfiihrbaren und dennoch zahlenmaBige Werte liefernden 


Methode benutzt. 

Der Anhaltspunkt unserer Versuche war die bekannte Tatsache, 
daB Cholesterin die lytische Wirkung des Saponins gegen rote Blut- 
kérperchen aufzuheben vermag. Es wurde die kleinste noch lésende 
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Menge einer Naponinlésung gegen | cem 5proz. Hammelblutkorperchen- 
aufschwemmung in 2,5cem Gesamtfliissigkeitsmenge bestimmt. Nun 
wurde in zwei Reihen von Réhrchen die eben lésende Saponinmenge 
abgemessen und zu der einen Reihe von einer 0,5proz. alkoholischen 
Cholesterinlésung von 0,05 cem angefangen, in jedes folgende Réhrchen 
um 0,05 ccm mehr gegeben. Die zweite Reihe wurde ganz analog mit 
einer Chloroformlésung von Cholesterin versetzt. Die Réhrchen wurden 
dann mit physiologischer Kochsalzlésung auf 1,5 ccm aufgefillt und 
mit leem Sproz. Hammelblutkérperchenaufschwemmung beschickt. 
Die Unbrauchbarkeit der Chloroformlésungen konnten wir alshald 
feststellen, da trotz Vorhandenseins des Cholesterins tiberall Lyse bzw. 
Lyse und ein braunlichroter Niederschlag, bestehend aus Cholesterin 
und Blutfarbstoff, entstand. Der Versuch wurde mit reinem Chloroform 
ohne Saponin wiederholt und so wurde festgestellt, dal} auch durch 
Chloroform allein, wie bekannt, die Lyse der roten Blutkérperchen 
zustande kommt. Aber auch die Alkoholreihe gab keine befriedigenden 
Resultate. Die ersten Réhrchen zeigten zwar Andeutungen von 
quantitativen Differenzen, in den weiteren aber wurde wieder die oben 
beschriebene Fallung beobachtet. Es war naheliegend, fiir diesen 
Niederschlag die mit der steigenden Menge der Cholesterinlésung 
parallel steigende Alkoholmenge zu beschuldigen. Um die Wirkung 
gréBerer Alkoholmengen auszuschalten, wurden von 0,05 bis 0.5 Proz. 
zehn Cholesterinlésungen hergestellt. Bei den so angestellten Ver- 
suchen war die Alkoholmenge konstant 0,1 cem, die Cholesterinmenge 
wurde dadurch erhéht, daB zu jedem folgenden Réhrchen eine konzen- 
triertere Lésung gegeben wurde. Die Versuchsanordnung erfubr 
sonst keine Anderung. Die Resultate wurden nach 1, 1, 2, 16 und 
24 Stunden nach dem Ansetzen abgelesen; die wiederholt angelegten 
Versuche ergaben keine eindeutigen Resultate. Einigemal konnten wir 
schéne Differenzen zwischen kompletter Lyse und kompletter Hemmung 
parallelgehend mit der steigenden Menge des Cholesterins verzeichnen, 
aber ein konstanter Zusammenhang zwischen der Menge des Cholesterins 
und der durch dasselbe verursachten Hemmung der Saponinhamolyse 
konnten wir nicht feststellen, obwohl den Ingredienzien die grébte 
Aufmerksamkeit gewidmet wurde, so stammten die Blutkérperchen 
von demselben Hammel und die Bereitung der Aufschwemmung geschah 
immer in derselben Weise usw. 

Weitere Versuche wurden ohne Blutkérperchen ausgefiihrt, und die 
Auffiillung mit physiologischer Kochsalzlésung auf 1,5 cem wurde auch 
fortgelassen: es wurde nur das Aufeinanderwirken der Saponin- und 
Cholesterinlésung beobachtet. Da zeigte sich in jedem Réhrchen mehr 
oder weniger ein weiBflockiger Niederschlag. Auch die Verwendung 
konzentrierterer Saponinlésungen verursachte keine Anderung, und 
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so ersetzten wir die Saponinlésung zuerst durch physiologische Koch- 
salzlosung, spater durch destilliertes Wasser. In einer Reihe von Ver- 
suchsréhrehen mafen wir je 0,1 ccm destillierten Wassers ab und fiigten 
je 0,Lcem Cholesterin'ésung verschiedener Konzentration hinzu. Nun 
konnten wir sehen, daB 0,1 cem einer 0,05 proz. Lésung mit 0,1 cem 
destilliertem Wasser leichte Opaleszenz und wenig Niederschlag bildete, 
eine 0,5proz. Lésung dagegen einen miachtigen Niederschlag  ver- 
ursachte. Die Menge des Niederschlags bei Verwendung anderer 
Lésungen zwischen den erwahnten zwei extremen Konzentrationen 
war der Menge des Cholesterins entsprechend. Selbstredend war eine 
Abschatzung der Cholesterinkonzentration aus der Menge des ge- 
bildeten Niederschlags mit unbewaffnetem Auge unmdéglich. Da uns 
kein Nephelometer zur Verfiigung stand, suchten wir nach einem 
anderen Mabstab. 

In einem Réhrchen wurden 0,1 com destillierten Wassers und 
0,lcem einer 0,05proz. alkoholischen Cholesterinlésung abgemessen, 
worauf ein Niederschlag entstand. Nun wurden weitere Mengen letzterer 
Cholesterinlésung zugefiigt, um eine ebensolche Menge des Niederschlags 
zu bekommen, wie wir sie bei der Vermengung von 0,1 cem destillierten 
Wassers und 0,1 cem 0,5proz. Cholesterinlésung erhalten hatten. Wir 
hofften naimlich aus der hierzu nétigen Menge bei verschieden dichten 
Cholesterinlésungen auf die Konzentration derselben Aufschliisse zu 
bekommen. Auf diese Weise hat sich anfangs tatsichlich die Menge 
des Niederschlags vermehrt, mit steigender Menge der Cholesterin- 
lésung jedoch hat sich der Niederschlag mehr und mehr gelést, bis nur 
leichte Opaleszenz zuriickblieb, welche nach Zugabe der niachsten 
0.01 cem Cholesterinlésung ginzlich verschwand und die Fliissigkeits- 
menge kristallklar wurde. Diese Erscheinung erklart sich durch die 
Léslichkeit des Cholesterins in Alkohol. Wird destilliertes Wasser 
und die alkoholische Cholesterinlésung in gleichem Verhaltnis zu- 
sammengebracht, so fallt das Cholesterin aus: durch Zugabe weiterer 
Mengen der Cholesterinlésung wird die relative Menge des Wassers 
verringert. Wird die Menge des Wassers im Verhaltnis zu dem an- 
wesenden Alkvhol verschwindend klein, so lést sich das vorerst aus- 
gefillte Cholesterin allmahlich. 

Nun haben wir mit héher konzentrierten Lésungen den vorherigen 
Versuch wiederholt und fanden einen regelmaBigen Zusammenhang 
zwischen Konzentration der Cholesterinlésung einerseits und jener Menge 
der Lésung andererseits, worauf der anfangs entstandene Nieder- 
schlag verschwindet. Nun benétigten wir eine lingere Reihe von 
Cholesterin-Alkohollésungen verschiedener Konzentration, um die oben 
beschriebenen Versuche auf breiter Basis wiederholen und die 
Resultate tabellarisch zusammenstellen zu kénnen. Diese Lésungen 
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wurden uns durch die Aktiengesellschaft fiir chemische Industrie 
.Tres** bereitwilligst zur Vertiigung gestellt. Die Resultate der mit 
diesen Lésungen angestellten Versuche sind in der nachstehenden 
Tabelle zusammengefabt. 





Det ahainks eacteNmcer] Dest | hoteles nae 
Wasser losung ee sich Wasser lésung — sich 
com Proz. ccm ccm Proz ccm 
0.1 0.05 0.25 0.1 0.16 047 
0.1 0.06 0,27 01 O17 0.49 
0.1 O07 0.29 01 O18 O51 
Ol 0.08 031 Ol 0.19 0.53 
O1 0.09 0.33 | 0.20 0.55 
0.1 0.10 O35 0.1 0.25 0.5 
0.1 O11 O37 0.1 0.30 O75 
01 0.12 0.39 0.1 0.35 O85 
01 0.13 O41 Ol 0.40 O95 
01 0.14 0.43 01 0.45 1.05 
01 O15 0.45 0.1 050 11S 





Es wird nachdriicklich betont, dai die Qualitat des Alkohols 
ausschlaggebend ist. Die obigen Zahlen beziehen sich auf mit 96 proz. 
Alkohol hergestellte Lésungen. Der Zustand der Glasgerite ist auch 
von gréiter Wichtigkeit. Nur absolut reine Gerate diirfen verwendet 
werden, da sonst die kleinste Verunreinigung das Beobachten der 
Auflésung des Niederschlags sehr erschwert, manchmal sogar ginzlich 
unméglich macht. Um solche Ubelstinde vermeiden zu kénnen, ist 
es ratsam, die Gerite 24 Stunden in flieBendem Wasser zu waschen, 
dann mit Chloroform, Alkohol und zuletzt mit Ather auszuspiilen 
und an einem staubfreien Orte zu trocknen. 

Im Besitz der tabellarisch zusammengestellten Daten haben wir 
mit Blut Cholesterinbestimmungen durchgefiihrt. Das Blut wurde 
nach Autenrieth und Funk, und zwar sowohl nach der Chloroform- 
methode wie auch nach der Athermethode verarbeitet mit dem Unter- 
schied, daB der Ather- bzw. Chloroformauszug im Wasserbad eingeengt 
und der Riickstand in einer der Blutmenge volumetrisch entsprechenden 
96 proz. Alkoholmenge gelést wurde; 0,1 cem dieser Lésung wurde mit 
0,1 cem destilliertem Wasser versetzt, und es wurden von der Lésung 
so lange weitere Mengen zugegeben, bis sich der Niederschlig voll- 
kommen liste. Die verbrauchte Menge in Kubikzentimetern war 
somit bekannt, und aus der Tabelle konnte man den Prozentwert direkt 
ablesen. Es ist jedoch ratsam, mit einer Testlésung die erhaltenen 
Resultate zu kontrollieren. 

Mit der Athermethode hatten wir keine Schwierigkeiten, bei der 
Chloroformmethode dagegen hatten wir éfters leicht triibe alkoholische 
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Lésungen erhalten. Diese leichte Triibung, welche bei der Ablesung 
des Resultats unerwartete Schwierigkeiten bietet, wurde durch Zentri- 
fugieren beseitigt, und so lieferte die Chloroformmethode mit der 
Athermethode iibereinstimmende Resultate. Es ist wahrscheinlich, 
dab diese Triibung durch die von Kumagawa und Suto erwibnte, nicht 
verseifbare und nicht naiher bekannte Substanz verursacht wird. 
Beziiglich dieser Annahme sowie behufs Vergleichung unserer 
Methode mit anderen bei Blutcholesterinbestimmungen sind Ver- 


suche im Gange. 
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Zur Untersuchung der Eiweibkérper des Blutes. 


Il. Mitteilung: 


Einwirkung gerinnungshemmender Salze auf Plasma und Serum, 
Von 
Hermann Hueck. 
(Aus der chirurgischen Universitatsklinik Rostock.) 
(Eingegangen am 5. Mai 1925.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


In der ersten Mitteilung sind Untersuchungen mitgeteilt worden, 
die an Hand von refraktometrischen und interferometrischen Messungen 
den wechselnden EiweiBkonzentrationsgrad und die Labilitat des Serums 
beweisen. Vor dem weiteren Bericht neuer Versuche ist die friiher an- 
geschnittene Frage zu erértern, inwieweit kiinstlich zugesetzte Salze, 
wie z. B. Natriumcitrat, den Refraktions- und Viskositatswert ver- 
andern. 

Rein theoretisch betrachtet, wirken die Salze nicht gleichmabig, 
z. B. auf die Viskositat. Die mehrwertigen haben eine stairkere Wirkung 
als die einwertigen (Adam). Die neutralen Elektrolyte sollen nach 
Pauli die Eiweiblésung im Sinne einer Steigerung des Hydrosolzustands, 
Erschwerung der Alkoholgerinnung und Verminderung der Viskositat 
beeinflussen. Das Paradoxon, daB trotz der Vermehrung der Gesamt- 
zahl der reibenden Teilchen es zu einem Absinken der inneren Reibung 
unter die der reinen Eiweiblésung kommt, wird durch die Eigenart 
der Adsorptionsverbindungen erklart. Die Méglichkeit von Adsorptions- 
verbindungen zwischen Salzen und EiweiBkérpern wird noch von 
mehreren Forschern angenommen (Freundlich, Loeb, Schade u.a.). 
Die Wirkungsweise soll analog der Hofmeisterschen Reihe erfolgen und 
auBerdem nur in sehr verdiinnten Lésungen wirksam sein. Bei héherem 
Salzgehalt soll die Reibung der Salzteilchen, welche sich zwischen den 
Eiweibpartikelchen befinden, hinzukommen (Pauli). Oberhalb einer 
gewissen Grenze wird z. B. die Gelatinegailerte zum Schrumpfen 
gebracht, unterhalb in steigendem MaBe zur Queilung. In analoger 
Weise vollzieht sich die Einwirkung auf die Viskositat. Warum sollte 
nicht auch die Refraktion durch die Adsorptionsverbindungen in 
anderer Weise verindert werden als rein additiv ’ 











Is4 H. Hueck: 


Natiirlich kann aus obiger Einwirkung auf die Gelatine nicht 
ohne weiteres auf die Wirkung des Na-Citrats auf das Serumeiweil} 
geschlossen werden. Immerhin diirften die Hofmeisterschen Reihen 
in ihrer Wirksamkeit ein allgemein giiltiges Gesetz ausdriicken und, 
da sowohl das Citrat in der Reihe der Anionen, wie das Na in der der 
Kationen ziemlich am auBeren Ende stehen, ist ihnen wohl eine ex- 
zeptionelle Stellung in ihrer Wirksamkeit nicht abzusprechen und 
legt den Gedanken nahe, dai die mannigfachen Schwankungen in 
den Befunden bei Citratzusatz in der mittelbaren Salzeinwirkung auf 
die Serumproteine ihre Erklarung finden. 

Wegen Fehlens von Hirudin oder brauchbaren Ersatzes war ich 
zur Untersuchung von Plasma zunichst auf Salze mit gerinnungs- 
hemmender Eigenschaft angewiesen, von denen praktisch das Oxalat, 
Fluorid und Citrat in ihren Verbindungen mit Natrium, Kalium oder 
Ammonium in Betracht kommen. 

Ein Versuch, 0,1 bis 0,2 Proz. Natriumoxalat dem Blute zuzusetzen, 
fiihrte zu dem Ergebnis, dai bei der Refraktion die Salzplasmawerte 
niedriger ausfielen als die Serumwerte. Es spielen sich also physikalisch- 
chemische Vorgiange ab, die zu analysieren schwer fallen diirfte, zum Teil 
liegen sicherlich FiweiSfallungen vor (Leendertz). Die Befunde decken 
sich mit denen Ndgelis und Alders, die auch angeben, daB das Oxalatplasma 
den Brechungswert in falscher und nicht abzuschitzender Weise beein- 
flussen. Da auch Fluorid Triibungen verursachen soll (Starlinger), wurde 
es nicht verwandt. Ein weiterer Versuch, Na-Citrat in Substanz 0,2 Proz. 
zuzusetzen, ergab etwas hoffnungsvollere Resultate. Die Refraktion des 
Plasmas wies in den meisten Fiillen wenigstens héhere Zahlen auf als Serum, 
jedoch erschienen sie oft fiir den Fibrinogengehalt zu gering. Daher setzte 
ich im nichsten Versuch dem Serum allein gleiche Mengen Citrat zu, wie 
ich zur Plasmagewinnung verwandt hatte. Eigentlich hatte ich im Volum- 
prozentverhiltnis des Gesamtblutes zum Plasma (etwa 100: 60) das Salz 
beigeben miissen, also noch mehr wie oben. Aber da nicht bekannt ist, 
ob und in welchem Verhiltnis die Erythrocyten das Citrat adsorbieren, 
begniigte ich mich mit 0,2 Proz. Zusatz in der GewiBheit, sicher nicht zu viel 
zugesetzt zu haben. 

Bénninger und Hermann treten dafiir ein, daB Citrat- und Oxalatsalze 
nicht in die Blutkérperchen eindringen. 


Tabelle V. 





| 
Serum in EiweiB-Proz. 6,12 7.63 | 7.59 7.93 871 7,74 7,74 9,14 
Serum + 0,2 Proz, Citrat 
in Substanz. ... .| 625 7,78 | 872 798 8,79 7.78 7,83 9,33 
Plasma bei 0,2 Proz. 
Citratzusatz gewonnen 6,23 


85 | 8,06 802 813 819 7,76 944 


ur 


Wiahrend der Brechungswert einer 0,2proz. Na-Citratlésung in 
Wasser 15.8 Pulfrichseinheiten betragt, gegeniiber dem reinen Wasser- 
wert 15, also 0,8 Pulfrichseinheiten — das ware bei einer falschlichen 
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Umrechnung auf der BluteiweiBtabelle 0,18 Proz. —, sieht man aus 
der Tabelle V, daB sich der Salzwert hier keineswegs zum Serumwert 
zuaddiert, sondern in den verschiedensten Variationen zwischen 0,05 
und 0,19 schwankt; von der letzten Reihe abgesehen, liegt er unterhalb 
der zu erwartenden Differenz 0,18. Dagegen liegt der Plasmawert 
fiinfmal unterhalb des Citratserumwertes, nur dreimal oberhalb. Die 
Unmdglichkeit einer exakten Berechnung des Fibrinogens aus solchem 
Verfahren liegt auf der Hand. 

Man mu bei Untersuchungen iiber die Wirksamkeit der Salze 
die Einwirkung auf das Vollblut von der auf das Plasma bzw. das 
Serum trennen. Der Gedankengang der fehlerhaften Einwirkung 
einer nicht isotonischen Nalzlésung auf das Blut ist nicht neu. Mir 
lag daran, in obiger Tabelle an extremem Beispiel nachzuweisen, dab 
die Einwirkung des Na-Citrats nicht gleichsinnig erfolgt, sondern dap dic 
Fehlerquelle selbst beim Serum sichtlich schwanit. Dasselbe mub theoretisch 
mutatis mutandis auf alle nicht isotonischen Salzlésungen zutreffen, 
die bei den verschiedensten Blutuntersuchungen angewandt wurden 
(Pfeiffer, Kossler, Foster-Whipple, Gram, Gebr. Bleibtreu, Kammerer 
und Waldmann, Gebr. Lohr). 

Starlinger ist kiirzlich fiir die Verwendung von Na-Citrat in Sub- 
stanz eingetreten. Er erklart die vorhandenen Fehler beim Citrat- 
plasma durch eine Verdiinnung, die infolge Hypertonie des Salzes durch 
Wasseraustritt aus den Erythrocyten zustande kime. Demzufolge 
findet auch er meist niederere EiweiBwerte als beim Nativ- oder Hirudin- 
plasma, manchmal gleichen Wert, selten Uberhéhungen. In letzterem 
Falle iiberwiege eben der Salzbrechungswert iiber den Wassereinstrom. 
Den zustandekommenden Verdiinnungsfaktor schligt er aber fiir so 
gering an, dafB er zu iibersehen bzw. durch Addition eines kleinen 
berechneten Wertes wettzumachen ist. Er rechnet im tibrigen aber 
mit einem reinen Additionswert des Salzes zum EiweiBwert und sagt. 
die oben angedeutete Fehlerquelle wiirde ausgeschaltet, wenn man 
nur Nativplasma verwerte, gleichgiiltig, ob man dann den Salzzusatz 
in Lésung oder Substanz vornahme. 

Der Auffassung eines gleichmabigen, also zu berechnenden Salz- 
fehlers, kann ich mich nicht anschlieBen. DaB ein nicht isotonischer 
Salzzusatz zum Gesamtblut die EiweiBwerte andert, leuchtet jedem 
Nachdenkenden nach obigem ein. Ob der Salzfehler oder bei Lésungen 
der Salzwasserfehler aber gleich ist, ist zu diskutieren, besonders aber, 
ob unabhangig von der Blutkérpercheneinwirkung die reine Einwirkung 
auf das Serum je nach seiner Zusammensetzung schwankt. Die ersten 
beiden Reihen der Tabelle V zeigen, daB sich der Salzwert eines 0,2 proz. 
Substanzzusatzes nicht einfach zum Eiweifwert addiert, sondern den 
Refraktionswert des Serums unkontrollierbar verandert. Meist steht 
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die Erhéhung unter dem berechneten Salzwert, einmal auch dariiber. 
Die folgenden Versuche beschaftigen sich noch eingehend mit dem 
Problem. 

Ehe die Einwirkung des Salzes in verschiedener Konzentration 
auf das Serum untersucht wurde, setzte ich dreibasiges Na-Citrat in 
zunehmender Starke Aqua dest. zu und trug die refraktometrisch 
gefundenen Werte in ein Koordinatensystem ein. 

Es wurden zweimal Proben aus der gleichen Apotheke, aber zu 
verschiedenen Zeiten geliefert, gepriift, das dritte Mal ein aus dem 
pharmakologischen Institut bezogenes Salz. Die Wagungen und Ver- 
diinnungen waren einmal von mir ausgefiihrt, zweimal im pharma- 
kologischen Institut, um eine mégliche Fehlerquelle infolge schlechten 
Gewichtssatzes oder fehlerhafter Pipetten auszuschalten. Die Befunde 
sind auf Abb. | eingetragen. Die Ordinate zeigt die Zahl der 
Pulfrichseinheiten, die Abszisse den Konzentrationsgrad der Citrat- 
lésung. 
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Abb. 1. Refraktionskurven von Natriuméitratlésungen in Aqua dest. 























Es geht aus den drei Kurven hervor, dab die verwendeten Citrat- 
salze offenbar von verschiedener Reinheit waren, was sich bei den 
héheren Konzentrationen deutlich ausspricht. Bei den bei Substanz- 
zusatz zum Blute oder Serum in Frage kommenden Konzentrationen 
(0,2 bis 1 Proz.) sind die Differenzen aber sehr gering, bei 1 Proz. 
Maximal 0,2 Pulfrichseinheiten. Die Kurven zeigen trotz ihrer Divergenz 
bei héherer Konzentration genau gleichen Charakter. Sie scheinen 
bis 1 Proz. linear zu verlaufen, biegen dann aber alle etwas ab. Die 
Refraktionserhéhung pro 0,1 Proz. Citraterhéhung wird aus den drei 
Kurven wie folgt errechnet: 
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Tabelle VI. 


Refraktionsanstieg pro 0,1 Proz. Citratsteigerung. 





KurveI ... 0.4 0,38 038 0.376 0,375 O374 
® er 04 04 0375 | 0,358 — 0,353 
"i re 04 038 0.355 0.33 0328 0,331 (2) 


Citrat-Prozent- 
gehalt ... O1-O05 06—1 2 5 Ss 10 


Die Tabelle V1 zeigt bei drei verschiedenen Citratproben gleich- 
sinnig, daB bei héheren Konzentrationen der Refraktionswert pro- 
portional geringer wird als bei den niederen Konzentrationen zu er- 
warten wire. Ahnliche Beobachtungen scheinen  verschiedentlich 
gemacht zu sein. 

Hafner und Kiirthy berichten z. B. kiirzlich iiber interfero- 
metrische Untersuchungen verschiedener Stoffe, bei denen in geringer 
Konzentration die Verschiebung des Interferenzstreifens eine lineare 
Funktion der Konzentration zu sein scheine, wahrend bei héheren 
Konzentrationen eine allmihliche Kriimmung dieser anfangs gerad- 
linigen Kurve gefunden wird, die sich beim Phenol beispielsweise schon 
bis zur lproz. Lésung bemerkbar mache. Die Autoren erklaren das 
Phanomen durch Bildung von Autokomplexen bei héheren Konzen- 
trationen, es seien also proportional weniger lichtbrechende Teilchen 
da. Die Tatsache, dab F. M. Raoult bei konzentrierten Phenollésungen 
eine zu niedere Molekulardepression bei der Kryoskopie fand, sprache 
auch fiir diese Ansicht. 

Diese angenommene Bildung von Autokomplexen scheint mir fiir 
die einfache Na-Citratlésung wenig wahrscheinlich, vielmehr vermute 
ich, da®B die starkere lonendissoziation bei starken Verdiinnungen 
die Hauptrolle spielen mag, die also auf diese Weise durch 
relative Vermehrung der lichtbrechenden Teilchen in den _ gering 
konzentrierten Lésungen einen relativ zu hohen Refraktionswert 
ergibt gegeniiber héherer Konzentrationen. Jedenfalls erhalten wir 
fiir die wisserigen Citratlésungen in geringen Verdiinnungen einen 
Zuwachs an Refraktion von 0,4 bis 0,38 pro 0,1 Proz., welche Werte 
mit denen von Starlinger iibereinstimmen. Nur nimmt dieser an, dal 
der Wert 0.4 konstant sei und sich beim Citratzusatz zum Serum gleich- 
falls additiv zum Serumwert verhalte. 


Um diese Verhiltnisse nachzupriifen, wurden verschiedene Seren in 
aufsteigender Konzentration mit Na-Citrat versetzt. Fs wurde die Re- 
fraktion und Viskositaét dieser mit Salz beschickten Sera bestimmt, und 
daraus die Albumin-Globulinverhiltnisse nach Rohrer berechnet. Es kam 
nur das Salz zur Verwendung, das zur Wasserlésungskurve II und III 
verwandt war, daher sind die Werte der Liésungen IT und IIT hier nochmals 
zum Vergleich notiert. Es entspricht die Serumreihe I und II der 
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wasserigen Lésung III, die Serumreihen Il] und IV der wasserigen Lésung II. 


Die 


Pulfrichseinheiten angegeben. 


Aus der Tabelle VII geht hervor, 
Serum fiir 


in Substanz zum 


brechenden Kérpern festzustellen ist. 
also nicht rein additiv zum Serum. 


die 


Refraktionswerte sind hier wie spiiter der Einfachheit halber nur in 


daB bei Zusatz von Na-Citrat 
Refraktion ein gewisser Verlust an 
Der Salzwert verhalt sich hier 
Daf bei starkeren Konzentrationen 


die Refraktionsverluste proportional nicht so hoch sind, ist wohl durch 


die 


Annahme zu erklaren, dab die Eiweibkérper nach einem gewissen 


Mab von Adsorption des Salzes kein weiteres Citrat mehr aufnehmen 


koOnnen 


Tabelle VII. 


und sich ein weiterer Zusatz rein additiv 


im 


Refraktometer 





Refraktionsanstieg bei aufsteigender Citratserumlésung im Vergleich zu 
Citratwasserlésung. 
Rosi tEi ei gigi gi¢i. 
USS) Es MS = MS M4 = s N y 
eSe| & a & a & a © € = 
S24 2s 8 ” * < x & & = 
a oZ = = = = = - ~ “ 
Aqua dest. Lésung ITI 
Refraktion . .. 15.0 154 158 162 166 173 18,1] I88 22.1 315 
Refraktionsdifferenz 
mit rein. Aqua dest. — 04 08 12 16) 23 | 31/38 | 7,1 165 
Serum I 
Refraktion .... 57,1 57,4 57,7 58, A Bae 59.0 59.2 59.4 63,5 73.2 
Viskositat . 187 1,87 1,87 1,87 1,88 1,88 1,89 1,90 1,95 2,08 
Refrakti nsdiffer renz 
mit reinem Serum — 03 06 10 13 19 21 23 62 16) 
ctwa 


Albumin-Globulin. . 


Serum IT 

Refraktion ..... 
Viskositét ... 
Refraktionsdifferenz. 
Albumin-Globulin. . 


Aqua dest. Lésung II 
Refraktion ... 
Refrakt ionsdifferenz. 


Serum ITT 
Refraktion ..... 
Viskositat . 

Re fraktionsdifferenz . 


Albumin-Globulin. . 


Serum IV 

Refraktion ..... 
i ae 
Refraktionsdifferenz . 


Albumin-Globulin. . 


30 70 32 68 35 65° 


55.8 56.1 56.5 568 57.2 
170 1.70 1,70 1,71 1.73 
— 03 O07 10 14 

56/44 58 42 60 40 59 41 58 42 

15.0 154 158 16.2 16,6 
— |/04/;08 12:18 

63.4 633 63,8 64.2 646 
20 20 20 | 2.0 | 2,01 
— (01 04 08: 12 


' 


9 
73 
l 


~ 


1 
2. 
61 
17.4 
2'4 


65,2 
2.03 
18 


58,5 
1, + 


2.7 


18,2 
3,2 


65,8 
2.05 
92 4 


7 63 37 63 40°60 39 61 38 62 53 47 75 25 


59.0 62.0 716 
174 1.77 1,90 
3.2 62 16.0 


39 61 39 63 37 72 2885 15 


19,0 225 32,9 
40 > 75 17 

66.3 70.0 802 
2.06, 2,1 2.27 
29 6.6 16, 8 


44 56 43 57 46 54 48 52 48 52 49 51 48 52 50 50 60 40 80 20 


55,2 554 558 — 566 
1,78 1,78 1,78 — _ 1,78 
— 02 06 — 14 


37 63 38624060 — 


~—<« 


vu 3 
1,79 
2,1 


45,55 47 53 


58,3 624 723 
182 1,86 2,1 
3,1 | 7,2 (17,3 

etwa 


47 53 60 40 70 30 
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anzeigt. Wieweit Anderungen im Quellungszustand der Eiweiikérper 
eine Rolle spielen, entzieht sich unserer Kenntnis. 

Als weitere wichtige Erscheinung ist zu vermerken, daB bei zu- 
nehmender Salzkonzentration die Viskositatszunahme nicht Schritt 
halt mit der Erhéhung der Refraktion. Es erleidet so bei der Berechnung 
der Teilfraktionen nach Rohrer das Albumin-Globulinverhaltnis eine 
Verschiebung in dem Sinne, daB eine erhebliche Albuminzunahme 
vorgetauscht wird. Dab diese Albuminzunahme durch den Salzeinflub 
tatsachlich eintritt, ist wohl nicht anzunehmen, 

Im nichsten Versuch habe ich mich der Frage zugewandt, inwieweit 
durch verschiedene Zusatze von Salzen und Fliissigkeiten die obige Be- 
rechnung der Teilfraktionen eine Veranderung erfahrt. 

Es wurde untersucht im Vergleich zu reinem Serum Mischungen dieser 
Sera mit verschiedenen Fliissigkeiten im Mischungsverhaltnis 10: 1, und 
zwar mit Aqua dest., Tyrode, 3,6proz. Na-Citratlésung, die als blutiso- 
tonisch angenommen wird, 25proz. Na-Citratlésung, die von den Gebr. Lohr 
verwandt wurde, und 0,2 proz. Na-Citratzusatz in Substanz. 

Alder kam bei Mischungen mit verdiinnter NaCl-Lésung zu_ scharf 
iibereinstimmenden Werten. 

Der Raumersparnis halber verzichte ich auf Wiedergabe der Tabellen 
und fasse nur kurz das Resultat dieser Untersuchungen zusammen: Die 
Verhaltniszahlen des Albumins zu Globulin werden durch die Zusiitze von 
Aqua dest., Tyrode und 3,6proz. Citratlésung zum Serum nicht wesentlich 
beeinfluBt. Die kleinen Differenzen bis 7 Proz. liegen wohl im Bereich der 
Fehlerquelle, wenngleich nach der Literatur nur 3 bis 5 Proz. als Fehler 
angenommen wird. Immerhin kann aus den kleinen Abweichungen kein 
bindender SchluB gezogen werden, daB Mischungen mit obigen Fliissigkeiten 
bis zum Verdiinnungsverhiltnis 1: 10 die Berechnung der EiweiBverhaltnis- 
zahlen im Serum allein wesentlich andere. Auch der 0,2 proz. Substanz- 
zusatz aindert, wie zu erwarten, die Verhiltniszahl nicht wesentiich. Beim 


Zusatz der 25proz. Lésung jedoch — allerdings ist der Zusatz starker als 
Léhr ihn vornimmt — Andert sich die Verhaltniszahl der Teilfraktionen 


wesentlich. 

Die divergierenden Werte bei Zusatz von 25proz. Citratlésung 
werden naturgema8 noch krasser in Erscheinung treten, wenn statt 
Serum Plasma zur Untersuchung gewahlt wird; denn dieses enthalt 
den veranderlichsten und labilsten der BluteiweiBkérper, das Fibrinogen. 
Dasselbe wird zwangslaufig auf die Salz- und Wasserzusitze am 
starksten reagieren. 

In den ersten Reihen der folgenden Tabelle habe ich die Zusatze 
zum Gesamtblut in der gleichen Héhe vorgenommen wie zum Serum. 
Da aber, wie oben schon erwahnt, nicht bekannt ist, ob sich die Salz- 
einwirkung auf das Plasma und die Blutkérperchen gle'chmabig verteilt, 
wurde in einer zweiten Serie unter Zugrundelegung einer Verhaltnis- 
zahl vom Gesamtblut zum Plasma von 100: 60 der Salzwasserzusatz 
so gewahlt, dab zum reinen Serum in entsprechendem Verhaltnis mehr 
zugesetzt wurde, was der Annahme entspriiche, dab das Citrat beim 
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Tabelle VIII. 





Serum I II lll IV V Vi 

, — © a a-~% ae Boe 56.8 58.4 62.0 57,5 57.5 56.3 
s) Reines Serum) >; il us| 190; 20 | 18 | a7 | 174 
Albumin-Globulin ...... 5545 5149 3763 4654 6436 5149 

b) Serum + 25proz. Citrat-{ ¢ . 583 604 6380 585 585 582 
losung 1005 lz 1,93 187 2,03 1,77 1,77 1,80 
Albumin-Globulin ..... . 2773 4852 3763 5644 5644 5050 

c) Plasma bei 25 proz. Citrat-{ ¢@ . 573 576 593 584 557 561 
zusatz zu Blut 100/65 | 187 187 2,07 193 163 188 

b — a) Refraktion ....... 15 2.0 1.0 1.0 1.0 1.9 
ec —b) Refraktion .......—10 —28 —37 —01 —28 —2,) 


Tabelle IX. 





Serum VIi 

Serum a: ton Vill IX X 

‘ ines fle Y Sa ee oe 56,3 54,6 64,0 56.4 
Smee Geet fel ee 1.73 1'94 1.73 
Albumin-Globulin ...... 5149 43 57 55 45 53 47 
b) Serum + 25proz. Citrat-{ ¢ . 59.6 56.6 67.4 59.5 
lésung 60/5 ln. 1,80 1,77 1,99 1,76 
Albumin-Globulin ...... 56 44 47 53 65 35 6238 
c) Plasma bei 25 proz. Citrat-{ o . 56,1 563 62.7 56,6 
zusatz zu Blut 100/56 |r. 1,88 19 2,14 1,80 

b — a) Refraktion ....... 3.3 2.0 3.4 3,1 
ce — b) Refraktion ....... —35 —03 | —4,7 —2,9 


Zusatz zum Vollblut nur eine Verbindung mit dem Plasma einginge, 
die korpuskuliren Elemente aber unbeeinfluBt liebe. Die Wirklichkeit 
liegt wohl in der Mitte. Die wahren physiologischen Bedingungen 
bekommt man bei solchen Versuchen doch nie heraus, selbst wenn 
man von Fall zu Fall die jeweilige Héhe der festen Bestandteile vorher 
errechnet. 

Léhr setzt zu 40cem Blut 2cem seiner 25 proz. Citratlésung 
zu, d.i. 5 Lésung: 100 Blut. Dieses Verhaltnis wurde immer bei- 
behalten, in der ersten Serie aber die gleiche Lésungsmenge mit 
100 Teilen Serum vermischt, in der zweiten mit 60 Teilen. Lohr versucht 
den Einwand gegen sein 25proz. Citratplasma dadurch zu entkraften, 
daB er meint, die Fehlerquelle sei stets die gleiche. 

Die Resultate der beiden Serien laufen, wie zu erwarten war, in 
gleicher Richtung, nur sind bei letzterer die Ergebnisse ausgesprochener. 
Es geht daraus folgendes hervor: Die Refraktion wie Viskositat wird 
durch den Zusatz von 25proz. Citratlésung zu verschiedenen Seren 
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auch in diesen Mischungsverhaltnissen nicht in gleicher Starke beein- 
fluBt, wie die Differenz der Rubriken b und a zeigt. Gleichfalls weisen 
die Verhaltniszahlen von Albumin zu Globulin zum Teil ungesetz- 
maBige Schwankungen auf. Weiter fiihrt der Zusatz von 25proz. 
Citratlésung zum Gesamtblut zu Refraktionswerten des Plasmas, die 
zwar hoher liegen als die fiir reines Serum. aber samtlich tiefer sind 
als die fiir Serum, das mit gleicher Citratmenge beschickt war. 
Der Gedanke, aus dieser Differenz (Rubrik ¢ — b) einen Fibrinogen- 
wert berechnen zu wollen, fiihrt zu dem Paradoxon eines ganz ver- 
schieden hohen neygativen Wertes (— 0,1 bis — 4,7). Die Erklarung 
ist neben allerhand uniibersehbaren Zustandsinderungen der Gesamt- 
eiweiBe in einer partiellen Fibrinogenfallung zu suchen, denn die stets 
auftretende Triibung des Plasmas bei diesem stark hypertonischen 
Zusatz lieB sich durch Zentrifugierung nicht fortbringen, beruhte also 
nicht auf den gewéhnlichen die Plasmatriibung verursachenden Plattchen, 
sondern wahrscheinlich auf EiweiBfaillung. Diese EiweiBniederschlage 
driicken sich refraktometrisch offenbar nicht mehr aus, oder jedenfalls 
nur sehr gering, wihrend sie bei der Viskositat naturgema} stark in 
Erscheinung treten. Das bedingt, daBb die Viskositatswerte bei dem 
so gewonnenen Plasma meist unverhaltnismabig hohe sind, meist 
héhere als die des Citratserums, obwohl die Refraktionswerte sich 
umgekehrt verhalten. Zum Zustandekommen der niedrigen refrakto- 
metrischen Plasmawerte wird zum Teil aber auch ein Wasseraustritt 
aus den Erythrocyten auf Grund osmotischer Wechselwirkung zwischen 
der hypertonischen Citratlésung und den Blutkérperchen eine Rolle 
spielen, welcher Fehler je nach Konstitution der Erythrocyten und 
Dauer der Einwirkung als variabel einzuschatzen ist. Die Behauptung 
Léhrs, da® sein Salzzusatz als gleicher Faktor die Richtigkeit seiner 
Werte nicht beeinflusse, diirfte also wohl nicht zu Recht bestehen. 

Noch ein anderer Einwand ist gegen die Léhrsche Methode als 
solche zu erheben, naimlich, da8 er in dem Hauptteil seiner Unter- 
suchungen das Citratplasma zur Bestimmung der Teilfraktionen ver- 
wendet. Die Rohrersche Tabelle ist empirisch aut Befunden von reinen 
Albumin-Globulinmischungen aufgebaut, ohne einen  Fibrinogen- 
zusatz, und Rohrer bezieht seine Kurven auch nur auf das Serum. 
Folglich darf man sie meines Erachtens auch nur auf das Serum an- 
wenden. 

Alder sagt zwar einmal: ,,Triigt man in ‘die Ndgedi- Rohrersche Tabelle 
auch die Hirudinplasmawerte ein, »0 bewegen sich die erhaltenen Punkte 
ihnlich wie die Serumpunkte in den Kurven. Sie machen genau gleiche 
Schwankungen mit.** Dieser Auffassung gegeniiber kann ich mich auch fiir 
das Hirudinplasma gewisser Zweifel nicht erwehren. AuBerdem arbeitet 
Alder nur mit physiologischen Seren, also bei ziemlich gleichem Fibrinogen- 
wert. Das Fibrinogen gehért aber zu den héchstviskésen Eiweibstoffen ; 
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wenn man es auch in physikalisch-chemischer Hinsicht unter gewissen 
EKinschrinkungen zu der Globulinfraktion rechnen kénnte (Linzenmeier 
und andere), so beeinfiuBt es doch durch seine auBerst starke Viskosité., die 
unverhiltnismaBig héher ist als die entsprechende Refraktion, nach der 
Umrechnung in der Rohrerschen Tabelle die Globulinzah! derart stark, 
daB ein erheblicher Fehler zustande kommt. Auch entspricht die in patho- 
logischen Fallen doch héchstens bis 0,9 Proz. heraufgehende Fibrinogen- 
quote keineswegs der fingierten starken Globulinverschiebung. Die zwei von 
Léhr zitierten Werte fiir Hirudinplasma in der Albumin-Globulinzahl 
0: 100 liegen tatsiichlich schon auBerhalb der Kurventabelle. Ich kénnte 
solche Plasmawerte von 0: 100 bei 25proz. Citratzusatz beliebig vermehren. 
Man kann doch nicht annehmen, daB in diesem Plasma kein Albumin mehr 
vorhanden ist! Was fiir Hirudinplasma von mir nicht in eigenen Versuchen 
widerlegt werden kann, mu8 ich fiir das Citratplasma bei seinen variablen 
Fehlern strikte ablehnen. Ldéhr betont zwar verschiedentlich, daB es sich 
bei diesen Zahlen nur um Anniherungswerte handele. Warum werden denn 
aber ganze Tabellen von Albumin-Globulinbestimmungen aus Salzplasma 
aufgestellt, die auf so zahlreichen, uniibersehbaren Fehlerquellen fuBen ? 
Man darf also meines Erachtens die Rohrersche Berechnung der Serum- 
teilfraktionen nicht auf das Plasma ausdehnen. 

Die beiden gegen die Léhrsche Methodik getroffenen Einwinde 
sollen aber nicht aussagen, dab die Gesamtergebnisse seiner Arbeit 
unrichtig seien. Wie im klinischen Teil') meiner Arbeit gezeigt wird, 
komme ich mit meiner Methode fiir reine Serumuntersuchungen zu 
ganz ihnlichen Resultaten. Das sagt aber nur aus, dai die Eiweil}- 
verschiebungen im Blute, z. B. nach Operationen oder anderen Insulten, 
so grobe sind, daB sie sich bei jeder Methodik ausdriicken, auch wenn 
mit erheblichen Fehlerquellen gearbeitet wird. 

Wenden wir uns in diesem Zusammenhang nochmals der 3,6 proz. 
Citratlésung zu, die Leendertz als isotonisch hinstellt, so ergeben die 
Versuche in der von Leendertz angewandten Verdiinnung von 9: 1 bei 
Zusatz zu reinem Serum im groBben und ganzen eine gute Gleichmabig- 
keit der Werte. Die Refraktionsdifferenz — abgesehen von zwei Aus- 
nahmen — ist ziemlich konstant, und die Verhaltniszahl der Teil- 
fraktionen schwankt in der als Fehlerquelle anerkannten Breite. Auf 
tabellarische Wiedergabe dieser Versuchsreihe muB auch aus Raum- 
mangel verzichtet werden. 

Der Umstand, da®B 3,6proz. Citratlésung das Serum in seiner 
inneren Struktur nicht wesentlich zu beeinflussen scheint, sagt aber 
noch nicht, daB beim Plasma die gleichen Verhiltnisse vorliegen. Bei 
der Labilitét des Fibrinogens muB man von vornherein die Méglichkeit 
einer verschiedenen Einwirkung ins Auge fassen. In der folgenden 
Tabelle sind die Resultate von einigen Reihenuntersuchungen auf- 
gefiihrt, bei denen der Citratzusaiz sowohl zu Vollblutserum und 


1) Erscheint demniichst im Arch. f. klin. Chir. 
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Plasmaserum erfolgt war, wie auch zu reinem Plasma, das mit paraffi- 
niertem Instrumentarium (Technik, s. erste Mitteilung) gewonnen 
war, wie endlich zum Gesamtblut. Das aus letzterem gewonnene 
Plasma kénnte also eventuell durch Erythrocytenverinderung mit 
beeinfluBt sein. 

Der Citratzusatz ist hier entsprechend der urspriinglichen Angabe 
von Leendertz und Gromelski im Verhaltnis 1:5 gewahlt. Beim Zusatz 
zum Gesamtblut wurde wieder die Annahme einer ausschlieblichen 
Bindung der Citratlésung durch das Plasma zugrunde gelegt und 
daher in der Voraussetzung eines ungefaihren Mengenverhaltnisses von 
Gesamtblut zu Plasma von 100: 60 die Mischung 8.33ccem Blut zu 
Leem 3,6proz. Citratlésung vollzogen. 

Die Tabelle X weist verschiedene Tatsachen auf. Bei dem Ver- 
gleich der Refraktometerwerte allein zeigt die Differenz zwischen Serum 
(Vollblutserum wie auch Plasmaserum) und dem mit Citrat beschickten 
Vergleichsserum wieder annahernd gleiche Werte (5,2 bis 5,6 Pulfrichs- 
einheiten). Die Differenzen zwischen dem Plasma- und Citratplasma- 
wert sowohl in der ersten wie zweiten Form sind im Durchschnitt 
gréBer und weisen auch unter sich erhebliche Schwankungen auf 
(5,5 bis 7,5 Pulfricheinheiten). Diese Tatsache allein zeigt, daf in den 
meisten Fallen durch den Citratzusatz zum Plasma auch in der sogenannten 
isotonischen Form mehr fiir die Refraktion verloren geht, als dem Licht- 
brechungsverlust beim Zusatz zum Serum enspricht. Da Triibungen nicht 


Tabelle X. 





I Il Il IV Vv 
' fewesecces| OF | OOD | Be | os | as 
Volblutsorum |} ost. (18 18777 73 «OL 83 
Albumin-Globulin, . ...... 6733 27,73 5149 59 41 1585 
Vollblutserum + 3,6proz.{ ¢... 48,5 51,1 51,8 52.3 49,2 
Citratlésung 5:1 Re S 15 1,73 16 1,58 171 
Albumin-Globulin. . . .... . 63/37 20 80 57 43 6436 10:90 
oe | rere 7 «| «57,6 | 574 =| 53,8 
eee * a ei 187 | 1,77 | 1,73 | 183 
Albumin-Globulin. . ...... 6832 277 5248 5842 1783 
Plasmaserum + 3,6proz.{ ¢@ . . . 48,7 51,2 52,2 52,2 49,7 
Citratlésung 5: 1 r 15 17 1,6 1,58 17 
Albumin-Globulin. . . 64 36 28,72 58 42 63 37 14 86 
oe a | oe 55.7 | 58.7 600 583 562 
ee ee ie. ss 1,77 2.13 2.13 187 223 
Plasma + 3,6proz.{e...... 495 513 54,2 53,6 52.2 
Citratlésung 5:1 |”... 1,6 1,88 1,83 1,70 2,01 
Plasma bei 3,6 prog. —— e .|| 3 53.2 53.5 52.2 518 
zusatz zum Gesamt se ie 163 193 183 170 2'03 
gewonnen 8,33: 1 , 
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auftreten die anfangliche Plattchentriibung ist durch Zentrifugieren 
zu beseitigen —, auBerdem die Einwirkung auf die Erythrocyten allein 
es nicht sein kann — denn auch beim Zusatz zu reinem Plasma erscheint 
die starkere Differenz —. mu die Veranderlichkeit des Fibrinogens 
als mutmaBliche Erklarung herhalten, solange wir keine exakte Beweis- 
fiihrung haben. Einen Vergleich der beiden Plasmaarten untereinander 
méchte ich nicht ausspinnen, da wir durch den willkiirlich gewahlten 
Zusatz nie wissen, ob die Verdiinnung in der letzten Rubrik einiger- 
maBen der in der vorletzten adiquat war. Die Differenzen in den 
Viskositatswerten beim Plasma sind noch grotesker und erklaren sich 
nach dem oben Gesagten einmal durch die sehr hohe Zahigkeitskonstante 
des Fibrinogens, zum anderen bei Salzzusaitzen durch eine uns un- 
bekannte Zustandsanderung des Fibrinogens. 


Zu diesen Viskositatsschwankungen sei eine Beobachtung Adams 
erwihnt. Dieser fand eine VikositaétserhGhung gewisser Fliissigkeiten 
bei Zusatz von Jodiden, eine Erniedrigung bei dem von NaCl und Bromiden. 
Bei einer Serum-Albuminlésung war aber die Salzeinwirkung schon in 
niederen Konzentrationen ausgesprochener als bei einfacher Salzlésung, 
beim Plasma trat die Einwirkung noch eher in Erscheinung. Also auch 
hiernach scheint die Viskosititssteigerung, wenn auch gleichsinnig, so 
doch in verschiedener Starke aufzutreten, je nach dem vorliegenden Gehalt 
an Plasmaproteinen. 

Der Versuch, die Refraktions- und Viskositatswerte der drei 
letzten Rubriken in die Rohrersche Tabelle einzutragen, zeigt sofort 
die erheblich héheren Differenzen der Teilfraktionen bei ein und dem- 
selben Plasma. Ich fiihre diese Zahlen in der Tabelle absichtlich nicht 
an, weil ich, wie oben dargetan, eine solche Ausrechnung beim Plasma 
fiir nicht sinngemaB halte. Versucht man endlich, eine Fibrinogen- 
berechnung aus der Refraktionsdifferenz zwischen Plasma und Serum 
aufzustellen, so fallt sie bei der reinen Materie stets abweichend aus 
gegeniiber den durch Citratzusatz verdiinnten Fliissigkeiten. 


Fibrinogenbestimmune. 


Man muB sich dariiber klar sein, dafB wir nie wissen, in welchem 
Zustand der Umwandlung vom Fibrinogen zum Fibrin wir diesen 
labilen EiweiBkérper durch unsere sogenannten gerinnungshemmenden 
Mittel fixieren. Ich will auf den komplizierten und vielumstrittenen 
GerinnungsprozeB nicht naher eingehen, verweise nur auf die haupt- 
siichlichsten modernen Bearbeitungen des Problems durch Morawitz, 
Nol/, Hekma und Stuber-Sano, deren Anschauungen unter sich stark 
differieren. Welcher Ansicht man in dieser Frage auch zuneigen mége, 
sicher ist, da’ mehrere Phasen zwischen dem fliissigen Sol- und dem 
festen Gelzustand dieser Substanz liegen, und da®B wir weder refrakto- 
metrisch, noch viskosimetrisch erkennen kénnen, in welchem Stadium 
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das Fibrinogen vor uns liegt und wieviel Prozent von dem ,.fliissigen*’ 
Eiweil} wir tatsichlich meBbar noch untersuchen kénnen. Alle Diffe- 
renzen bei den verschiedenen Methoden zeigen uns diese Labilitat an 
und sollten uns von der Unvollkommenheit aller hier erwihnten Ver- 
tahren iiberzeugen. 

Dab Leendertz bei der zweiten seiner angegebenen Fibrinogen- 
bestimmungen neben der Citratlésung auch noch Calciumchlorid zur 
Ausfallung zusetzt und diese Methode sogar als ,,ohne Fehlerquelle’ 
anspricht, sei kurz erwahnt. In eigenen Versuchen wurde dies Ver- 
fahren nicht durchgepriift. Ich glaube aber in der Annahme nicht 
fehlzugehen, daB durch den Zusatz des zweiten Salzes die Fehlerquelle 
nur erhéht wird. 

Gleiche Zweifel habe ich gegeniiber der Starlingerschen Methode, 
die auf 0,2 proz. Citratsubstanzzusatz zum Plasma beruht. Auch diese 
Methode konnte von mir nicht durchgepriift werden. Interessant ist 
mir in dieser Richtung bei den Untersuchungen Starlingers, dal} er 
bei zahlreichen Ergebnissen die in zwei Parallelmethoden — eine mit, 
eine ohne Salzzusatz — gefunden wurden, Differenzen feststellt. Diese 
Differenz zwischen beiden Werten soll ,.als annaherndes MaB fiir jenen 
Teil des Fibrinogens angenommen werden, der bei stabilisierenden 
Milieuveranderungen seine physikalisch-chemische Eigenart  verliert 
und in manchen die Eigenschaften der Serumglobuline annimmt, kénne 
also unmittelbare Angaben iiber den jeweiligen Stabilitatszustand des 
Fibrinogens. ... vermitteln.* 

Ohne zu der Starlingerschen Erklairung Stellung nehmen zu wollen, 
konstatiere ich nur, dafB auch er bei Salzzusatz zum Plasma _ ver- 
schiedentlich tiefere Fibrinogenwerte findet als bei der Berechnung 
aus reinem Plasma und Serum, welches Resultat gleichsinnig mit dem 
meinen liuft. 

Mit ein paar Worten méchte ich noch eingehen auf die Methode 
von Starlinger, die mir von den Fibrinogenbestimmungen auf Grund 
der Refraktionsdifferenz am besten erscheint. Schon vor Kenntnis 
der Starlingerschen Arbeit war ich auf das gleiche Verfahren verfallen, 
namlich der Differenzbestimmung zwischen den Refraktionswerten des 
reinen Plasmas und des reinen Serums. Ich kann die Feststellung 
Starlingers nur bestatigen, daB die Verwertung des Nativplasmas 
mittels paraffinierten Instrumentariums, ,,wenn auch nicht leicht, so 
doch bei entsprechender Ubung durchaus méglich und exakt ver- 
wertbar ist‘. Nach Blutentnahme in paraffiniertes Réhrchen, kurzer 
scharfer Zentrifugierung und Abheberung mit paraffinierter Pipette 
wird das wahrscheinlich kaum veranderte Plasma auf das Prisma des 
Refraktometers gebracht. Wenn die Zimmertemperatur einigermaben 
auf die des Wasserbads, d. i. 17,5° C, eingestellt ist, braucht das Plasma 
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nur wenige Minuten bis zur konstanten Einstellung. Diese Zeit geniigt, 
um einen geniigend exakten Lichtbrechungswert abzulesen, ehe die 
Gerinnung einsetzt. Wahrend dieser Minuten ist die Viskositét am 
bereitgestellten Viskosimeter bequem festzustellen. Vom so _ ge- 
fundenen Plasmawert wird der Refraktionswert des Serums abgezogen, 
welche Differenz den Fibrinogenwert ausmacht. Ob zur Serum- 
bestimmung Vollblutserum oder Plasmaserum verwandt wird, ist nach 
meinen friiheren Ausfiihrungen gleichgiiltig. Jedenfalls scheint mir der 
Fehler, der bei dieser Methode in einer vielleicht schon in Anfdngen ein- 
setzenden Gerinnung versteckt liegt, geringer zu sein als der im Salzzusatz 
heruhende Fehler. Etwas geringere Fibrinogenwerte als in der Tat vor- 
handen sind, wird man vermutlich auch bei dieser Methode leicht 
bekommen. Allerdings stimmen sie nach Starlingers Vergleichs- 
bestimmungen mit den Werten des Hirudinplasmas genau iiberein. 
Die von mir bei verschiedenen chirurgischen Erkrankungen ge- 
fundenen Fibrinogenwerte lagen zwischen 0,17 und 0,82 Proz., decken 
sich also in ihrer Héhe ungefahr mit den Befunden anderer Autoren. 


Zusammenfassung. 

Refraktometrische und viskosimetrische Untersuchungen am Voll- 
blut, Plasma und Serum fiihrten zu einer Reihe von Erkenntnissen, 
die zum Teil neu oder wenig beachtet scheinen, zum Teil die Befunde 
friiherer Autoren bestatigen, zum Teil sich mit denselben nicht decken. 

Die Refraktometerwerte von nativem Serum und solchem, das 
aus defibriniertem Blut gewonnen ist, unterscheiden sich meistens 
wesentlich voneinander (bis 0,26 Pulfricheinheiten), und zwar wird 
das native Serum iiberwiegend héher konzentriert gefunden. 

Fast ausnahmslos la6t sich mittels des Refraktometers eine 
Schichtung des Serums nachweisen, das spontan nach der Gerinnung 
des Blutes aus dem Blutkuchen gepreBt ist. Eine Untersuchung von 
Serum in den verschiedenen Auspressungsphasen zeigt nambhafte 
Differenzen im Lichtbrechungsvermégen. In den ersten 4 bis 5 Stunden 
sind die Konzentrationsinderungen nicht gleichsinnig, zwischen der 
5. und 24. Stunde ist regelmabig eine Konzentrationserhéhung fest- 
zustellen. Dies refraktometrisch gefundene Phinomen bestatigt sich 
bei interferometrischen Untersuchungen. 

Bei Entnahme einer gréBeren Blutmenge zeigen sich die einzelnen 
Proben fast ausnahmslos im Konzentrationsgrad verschieden, und zwar 
sind die letzten Proben durchweg héher konzentriert als die ersten. 
Ob eine noch so kurze Stauung diese Unterschiede bedingt, oder ob 
nervése Einfliisse eine Rolle spielen, kann nicht sicher entschieden 
werden. Der von Leendertz erhobene Befund, daB Plasmaserum von 
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héherer EiweiBkonzentration sei als Vollblutserum, kann nicht be- 
statigt werden. 

Es wird eine kurze Beschreibung des Hessschen Viskosimeters 
und des Pulfrichschen Eintauchrefraktometers gegeben, sowie eine 
kritische Wiirdigung der EiweiBbestimmungen mittels dieser Apparate, 
besonders der Berechnung der Teilfraktionen des Serums nach Reiss- 
Rohrer. 

Wasserige Na-Citratlésungen in aufsteigender Starke zeigen 
refraktometrisch in geringer Konzentration eine lineare Kurve, die 
bei héheren Konzentrationen eine leichte Abbiegung im Sinne eines 
relativ zu niedrigen Refraktometerwertes aufweist. Das Phiinomen 
wird durch starkere Ionendissoziation bei starken Verdiinnungen erklart. 

Bei Zusatz von 0,2 proz. Na-Citrat zum Vollblut werden refrakto- 
metrisch fehlerhafte Plasmawerte gewonnen. Jedoch verhalt sich auch 
beim Salzzusatz zum Serum allein die Erhéhung des Refraktionswertes 
nicht rein additiv zum Serum. Meist liegt der Salzserumwert unterhalb 
der berechneten Hohe. 

Bei steigendem Na-Citratzusatz zum Serum halt die Viskositats- 
zunahme nicht Schritt mit der Erhéhung der Refraktion, so da6 in 
héheren Konzentrationen bei der Berechnung der Eiweibteilfraktionen 
nach Rohrer eine erhebliche Albuminzunahme vorgetiéuscht wird. 

Untersuchungen der von Léhr angewandten 25proz. Citratlésung 
bei Zusatz zum Vollblut fiihren zu dem Ergebnis, daB der in der Re- 
fraktion und Viskositat zutage tretende Salzwasserfehler starken 
Schwankungen unterworfen ist und sich nicht berechnen laBt. Es 
erscheint nicht sinngemiB, die von Rohrer empirisch gefundene Be- 
rechnung der Serumteilfraktionen auf das Plasma anzuwenden. 

Bei Zusatz einer isotonischen Citratlésung (3,6 proz.) zum Serum 
scheint die Beeinflussung auf Refraktion und Viskositat ziemlich 
gleichmaBig zu verlaufen, beim Zusatz derselben zum Blute oder zum 
Plasma allein treten unterschiedliche Werte in Erscheinung, so dab 
auch bei dieser Form des Zusatzes zum Blute von einem exakt zu 
berechnenden Salzwasserfehler nicht gesprochen werden kann. 

Bei mangelndem Hirudin erscheint als exakteste Fibrinogen- 
bestimmung auf refraktometrischem Wege die von Starlinger angegebene 
Differenzbestimmung zwischen reinem Plasma und reinem Serum, 
wobei jedoch vermutlich auch mit einem geringen Minus an Fibrinogen 
durch die ersten Anfénge der Gerinnung zu rechnen ist. 
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Uber reversible Himolyse. 
Von 
L. Bogendérfer u. B. Halle. 


(Aus der medizinischen Klinik der Universitat Wiirzburg.) 


(Eingegangen am 5. Mai 1925.) 


In einer vorliufigen Mitteilung (1) haben wir bereits kurz von 
unseren Versuchen tiber reversible Hamolyse berichtet. 

Brinkman und v. Szent-Gyérgyi (2) haben kiirzlich auf die Tatsache 
hingewiesen, daB eine Hiimolyse reversibel sein kann, womit ausgedriickt 
sein soll, daB im vollkommen hiimolysierten Blute unter bestimmten Be- 
dingungen wieder anscheinend normale rote Blutkérperchen auftreten kénnen, 
und zwar so zahlreich, daB das Blut wieder das gleiche Aussehen hat wie 
vor Eintritt der Hamolyse. Die wichtigste Voraussetzung des Auftretens 
dieses Phanomens ist aber, daB die vorausgegangene Hiimolyse lediglich 
eine Hamoglobinolyse, nicht aber auch eine Stromatolyse war. 

Brinkman und v. Szent-Gyérgyi bemerken, daB es merkwiirdig sei, 
daB dieses Riickgingigwerden der Hiimolyse nicht allgemein bekannt sei. 
Sie weisen deshalb auf die Versuche von Spiro hin, der das Zuriicktreten 
des Hiimoglobins in die Stromata bei Zusatz von Salzlésungen nach hypo- 
tonischer Hamolyse beobachten konnte. Rohonyi (3) bestitigte im all- 
gemeinen die Befunde Spiros, nimmt aber an, da dieser Vorgang nur bei 
unvollstandig hamolysierten Erythrocyten auftrete. In diesem Falle wiiren 
die Erythroeyten bis zur Unsichtbarkeit geschwollen; der Zusatz von Salz 
bedinge eine Schrumpfung, und dadurch wiirde das Himoglobin wieder 
sicht bar. 

Unabhangig von diesen Untersuchungen machten Adair, Barcrojt 
und Bock (4) eine ahnliche Feststellung bei durch Dialyse hiamolysiertem 
Blut. Diese Autoren deuteten diesen Vorgang aber nicht als ein Zuriick- 
treten des von den Erythrocyten weggenommenen Hamoglobins, sondern 
machen dafiir die Aufnahme und den spiteren Verlust von Wasser in den 
Zellen verantwortlich. Eine Beobachtung, die ebenfalls als eine Art von 
Reversion aufgefaBt werden kann, beschrieb auBerdem noch Rolionyi (3). 
Wenn er Blut vollkommen himolysierte durch Wasser oder Saponin und 
eine bestimmte Menge einer eiweiBfallenden Substanz zusetzte, so fand er, 
da8 das Priazipitat ganz aus Zellen bestand, die ein braunes Himoglobin- 
derivat enthielten. 

Brinkman und v. Szent-Gyérqyi zeigten, daB die Reversion der Himolyse 
auch bei vollkommen erfolgter Hamolyse méglich ist, unter verschiedenen 
Voraussetzungen, von denen die wichtigste die ist, daB die Hiamolyse 
lediglich eine Hamoglobinolyse ist. 
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Wir haben nun zunichst die Reversion der Hamolyse nach den 
Angaben von Brinkman und v. Szent-GCyérqgyi auszufiihren versucht 
und kamen bei diesen Versuchen zum gleichen Ergebnis wie diese. 


I. 

Die hierbei angewandte Versuchsanordnung war folgende: Mensch- 
liches, durch Venenpunktion gewonnenes Blut wurde miéglichst vorsichtig 
defibriniert. Durch Zentrifugieren, Abpipettieren des  iiberstehenden 
Serums und Waschen mit physiologischer Kochsalzlésung, deren Menge 
so gewahlt wurde, daB immer die gleiche Konzentration, wie sie im frischen 
Blute bestanden hatte, gewahrt blieb, wurde eine médglichst serumfreie 
Erythrocytenaufschwemmung gewonnen. Diese solcherweise vorbereiteten 
Erythrocyten wurden nun hiimolysiert durch Hypotonie; es wurde Aqua 
dest. zugesetzt, und zwar in einer Menge, daB auf 1 ccm Blutkérperchen- 
aufschwemmung ungefihr 1,6 cem Aqua dest. kamen. 

Der Zusatz von Aqua dest. muB ganz langsam erfolgen, ungefihr 
1 Minute lieBen wir verstreichen bis zu 2 ccm Blutkérperchenaufschwemmung 
3,2cem Aqua dest. zugegeben waren. Dem vollkommen lackfarbenen 
Blute wurde nun Kochsalz in Substanz oder hypertonische Salzlésung 
zugesetzt. Es erweist sich am zweckmiiBigsten, die gleiche Menge einer 
1,7proz. Kochsalzlésung dem lackfarbenen Blute zuzusetzen, wie Aqua 
dest. zur Erzielung der Hiimolyse verwendet worden war. 

Es erfolgte dann prompt ein Verschwinden der Lackfarbe, die 
Blutkérperchenaufschwemmung wurde deckfarben, die Reversion der 
Hamolyse trat ein. Wir konnten bei diesen von Brinkman und rv. Szent- 
Gyérgyi gemachten Versuchen noch folgendes beobachten: Die Reversion 
gelingt nicht vollstandig oder auch gar nicht, wenn die Hamolyse ganz 
briisk ausgefiihrt wird; durch eine zu rasch eingeleitete Hamolyse 
erfolgt anscheinend eine Zerstérung oder schwerere Schidigung der 
Stromata der roten Blutkérperchen. Anderungen in der Form 
der roten Blutkérperchen lieBen sich im mikroskopischen Bilde 
mitunter erkennen. Die Stromata, aus dem hamolytischen Blute 
entnommen, sind unter dem Mikroskop schwer sichtbar als matte 
Scheiben, die sich deutlich von nicht hamolysierten Erythrocyten 
unterscheiden, nicht wie diese gelbgriinlich leuchten, und die schon bei 
nur etwas stirkerer Beleuchtung vollkommen unsichtbar werden. 
Im mikroskopischen Bilde zeigen sich nun die Blutkérperchen nach 
erfolgter Reversion in der gewéhnlichen Form normaler Erythrocyten; 
nur fallt mitunter auf, daB zah'reiche Erythrocyten nach erfolgter 
Reversion stachelférmiges Aussehén aufweisen. Es ist das durchaus 
keine konstante Eigenschaft im mikroskopischen Bilde der reversierten 
Erythrocyten, aber doch von einer nicht zu iibersehenden Hiufigkeit. 


4 
- 


Il. 
Nachdem wir uns von der von Brinkman und v. Szent-Gyérqyi 
angegebenen und in ahnlicher Weise von der Tatsache der reversiblen 
Himolyse iiberzeugt hatten, verfolgten wir die Frage, ob es méglich 
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sei, durch Hamolyse frei gewordenes Hamoglobin an andere Stromata zu 
bringen als an diejenigen, von denen es durch die Hiamolyse frei ge- 
worden ist. Mit anderen Worten: Wir versuchten nun eine kombinierte 
Reversion zu erzielen, d. hh. das Stroma des Blutes A mit Hamoglobin 
vom Blute B zu beladen und umgekehrt. 

Voraussetzung fiir derartige Versuche war, dab es gelang, Himo- 
globin und Stromata mdéglichst scharf zu trennen. 

Die Versuchsanordnung hierbei war folgende : 

Von den einzelnen Blutproben wurde nach méglichst vorsichtig aus- 
gefiihrter Defibrinierung zuniachst an kleinen Probemengen festgestellt. 
ein wie geringer Grad von Hypotonie noch eine gut reversible Hiamolyse 
erméglicht. Es geschah dies deshalb, um bei dem Hauptversuch eine 
Schidigung der Stromata méglichst zu vermeiden. 

Nach reichlich ausgefiihrter Waschung wurde die Himolyse aus- 
gefiihrt wie unter Abschnitt I geschildert. Da es in jedem Blute eine ge- 
wisse kleine Anzahl ven resistenten Erythrocyten gibt, die bei einem Grad 
der Hypotonie, der etwa 95 Proz. aller Erythrocyten hiamolysiert, nicht 
ihren Blutfarbstoff abgeben, wurden diese nicht hamolysierten roten Blut- 
kérperchen durch ein kurzes Zentrifugieren zuniichst entfernt. Das gleich- 
miBig hamolysierte Blut wurde dann 4 Stunden lang bei héchster Touren- 
zah| zentrifugiert. Es setzen sich hierbei die Stromata als Sediment ab. 
Die iiberstehende Hamoglobinlisung wurde abpipettiert. Mikroskopische 
Betrachtung dieser iiberstehenden Himoglobinlésung zeigt, daB nur ganz 
vereinzelte Schatten von Stromatis in ihr vorhanden sind, wihrend das 
beim Zentrifugieren sich bildende Sediment einen dicken Brei darstellt. 

Dieser hier geschilderten Behandlungsweise wurden gleichzeitig 
zwei Blutproben verschiedener Herkunft unterworfen (A und B). 

Es wurde nun zu der Hamoglobinlésung A die Stromata des 
Blutes B zugegeben und durch vorsichtiges Umschiitteln eine gleich- 
maBige Verteilung erzielt. Das mikroskopische Bild einer derartigen 
Suspension zeigt nur unter ganz bestimmten giinstigen Beleuchtungs- 
verhaltnissen die Anwesenheit reichlicher Schattenscheiben. Makro- 
skopisch ist dieses Himoglobin-Stromagemisch vollkommgn lackfarben. 
Durch Zugabe von 1,7 Proz. Kochsalzlésung, in gleicher Menge wie 
vorher zur Erzielung der Hamolyse Aqua dest. zugesetzt wurde, trat 
nun eine deutliche Deckfarbe auf, die Lackfarbe schlug in die Deckjarhe 
um. Unter dem Mikroskop waren nun die vorher kaum sichtbaren 
Schatten der Stromata in gut kenntliche, gelblich leuchtende Erythro- 
cyten umgewande!t. ; : 

Es zeigte sich also, dab} das Hamoglobin auch an solche Stromata 
herangeht, mit denen es vorher in keiner Bindung stand. Diese Ver- 
suche gelangen uns regelmaBig mit dem Blute verschiedener Menschen. 
Wir dehnten unsere Untersuchungen auch dahin aus, Sfromata und 
Hémoglobin von verschiedenen Tieren zu kombinieren. Es gelang dies 
einwandsfrei mit Hunde- und Kaninchenblut und auch mit dem Blute 
dieser beiden Arten und Menschenblut. 
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Es galt bei diesen Versuchen, verschiedene Fehlerquellen auszuschalten, 
deren gréBte darin beruht, daB die Trennung des Himoglobins und der Stro- 
mata keine absolute ist. Wie hier schon erwahnt, sind in der iiberstehenden 
Haimoglobinlésung noch vereinzelte Stromata enthalten. Wenn diese zwa 
auch nicht zahlreich sind, muBte doch daran gedacht werden, daB die 
Reversion der Himolyse, das Deckfarbenwerden der vorher lackfarbenen 
Lésung zu einem gewissen Grade durch die Anwesenheit der eigenen Stromata 
bedingt sein kann. Wie hier schon unter Abschnitt I hervorgehoben, 
gelingt die Reversion nicht, wenn die Hiamolyse zu briisk ausgefiihrt ist. 
Wir hamolysierten eine Blutprobe nun derartig, daB eine Reversion mit 
ihren eigenen Stromatis nicht mehr méglich war. Kombinierten wir nun 
Himoglobin, das noch vereinzelte, zunichst nicht abzentrifugierbare 
Stromata enthielt, an die aber eine Riickkehr des Hamoglobins ausgeschlossen 
war wegen der Art der briisk vorgenommenen Hiimolyse, mit Stromatis, 
die durch vorsichtige Hiamolyse gewonnen waren, so beluden sich die un- 
geschiadigten, fremden Stromata prompt mit dem Himoglobin des fiir sich 
allein nicht mehr reversiblen Bhutes. 

Eine zweite Fehlerquelle ist, daB bei den abzentrifugierten Stromatis 
noch eigenes Himoglobin dabei ist. Ein Auswaschen des Zentrifugats 
verringert zu sehr die Menge der Stromata. Trotzdem glauben wir berechtigt 
zu sein, dem mit dem Stromatis zuriickbleibenden Hiamoglobin keine 
Bedeutung bei der kombinierten Reversion zusprechen zu diirfen. Folgende 
Beobachcung berechtigt uns zu diesem Standpunkt: Wenn man zu dem 
aus Stromatis und eigenem Hiamoglobin bestehenden Bodensatz hyper- 
tonische Kochsalzlésung zugibt, in gleicher Menge wie Hamoglobinlésung 
abpipettiert wurde, so ist das Gemenge zwar nicht mehr ideal lackfarben. 
aber eine Deckfarbe wie bei der kombinierten Reversion tritt niemals auf. 

Noch exakter lieben sich diese Fehlerquellen, die auf der nicht 
absoluten Trennung von Stromatis und Hamoglobin, die sich iibrigens 
auch durch de Haénsche Filter nicht erzielen lieBen, ausschalten durch 
Versuche, in denen wir uns die sogenannte Pachydermie der roten Blut- 
kérperchen zu Nutze machten. 

Auf Grund von Beobachtungen von Morawilz und Pratt (5) fanden 
weitere Autoren, unter anderen Rosenthal (6), daB bei experimentellen 
Blutgiftanimien eine besondere Resistenzsteigerung der roten Blut- 
kérperchen erfolgt. Es handelte sich dabei um eine starke Vermehrung 
der Stromabestandteile. Die Stromata zeigen, besonders unter Pheny]- 
hydrazineinwirkung eine wahre Gewichtszunahme und eine Volumen- 
vermehrung. Die Gewichtszunahme der Stromata versprach uns die 

ay ;  % 7 ‘ on . 
Moglichkeit, dureh die Zentrifuge eine bessere Trennung der Stromata 
und der Hamoglobinlésung im himolysierten Blute erreichen zu kénnen. 


Wir behandelten deshalb Kaninchen mit Phenylhydrazinein- 
spritzungen vor. Um nicht durch eine zu starke Resistenzvermehrung 
der Erythrocyten die Reversion der Hamolyse unméglich zu machen, 
gingen wir hierbei sehr vorsichtig zu Wege. Wir gaben salzsaures 
Phenylhydrazin in 1 proz. Lésung in zweitagiger Pause je 1 cem 14 Tage 
lang. Wir erhielten auf diese Weise Kaninchenblutkérperchen mit 
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zwar etwas gesteigerter Resistenz, die aber eine reversible Hamolyse 
nicht ausschloB; das Stroma der Erythrocyten war deutlich vermehrt 
Durch scharfes Zentrifugieren von auf diese Weise vorbehandelten 
Kaninchenerythrocyten gelang es, eine exakte Trennung der Stromata 
und der iiberstehenden Hamoglobinlésung zu erzielen. 

Wir konnten bei dieser Gelegenheit auch die von Rosenthal gemachte 
Beobachtung feststellen, dab die Pachydermie der Erythrocyten und die 
Resistenzvermehrung nicht absolut parallel gehen. Von drei Versuchs 
tieren zeigten zwei zuniichst eine deutliche Vermehrung des Gewichts und 
GréBe der Stromata, erkennbar an der GréBe des Sediments des zentri- 
fugierten hamoilysierten Blutes, wahrend die Resistenz nur wenig zunahm. 
Die Himolyse erfolgte bei diesen beiden Tieren vor der Phenylhydrazin- 
behandlung bei 0,36; nach vier baw. fiinf Einspritzungen trat sie bei 0,32 
auf, wihrend die Sedimenthéhe das Dreifache des Ausgangswertes betrug. 
Beim dritten Kaninchen erfolgte nach viermaliger Injektion von je 1 cem einer 
Iproz. Phenylhydrazinlésung die Himolyse erst bei 0,28, wihrend die 
Zunahme des Sediments nur eine geringfiigige war. 

Eine Pachydermie in vitro zu erzielen, wie Rosenthal angegeben, ergab 
fiir unsere Zwecke keine befriedigenden Ergebnisse, 

Es gelang uns somit, eine exakte Trennung von Stromatis und 
Haimoglobin zu erzielen bei Blut, bei dem eine reversible Hamolyse 
méglich war. Durch Kombination solcherweise gewonnener, stromata- 
freier Hamoglobinlésungen mit anderen Stromatis, von Menschen z. B.. 
gelang ebenfalls die reversible Hamolyse, so dab keine Bedenken wegen 
Versuchsfehler an unserer Beobachtung nétig sind. 

Ill. 

Es gelingt also einwandsfrei, an Stromata fremdes Hiamoglobin 
heranzubringen, so da makroskopisch wie mikroskopisch normale 
Blutkérperchen vorzuliegen scheinen. 

Unser weiteres Bestreben war nun, Niheres tiber die Eigenschaften 
dieser kiinstlichen Erythrocyten in Erfahrung zu bringen. Zunachsi 
beschaftigten wir uns mit Untersuchungen dariiber, wie fest diese neue 
Verbindung des Hamoglobins mit dem Stroma ist, und wahlten als 
Mabstab dafiir den Grad einer hypotonischen Lésung, der das Hiamo- 
globin wieder vom Stroma trennt. 

In einer Versuchsreihe wurde die Resistenz der Erythrocyten von 
sechs verschiedenen Menschen untersucht und festgestellt, bei welcher 
Hypotoniestirke Himolyse auftritt. Je eine geringe Menge der gleichen 
Blutproben wurde hamolysiert, und durch Zusatz von hypertonischer 
Kochsalzlésung wurde die eingetretene Hiaimolyse wieder riickgangig 
gemacht. (Die Methode dieser Versuche war die unter I. eingehend 
beschriebene.) Von diesem reversierten Blute wurden dann die gleichen 
Mengen, wie zur Resistenzbestimmung des friiheren Blutes verwendet 
worden waren, in eine Reihe von Kochsalzlésungen mit fallender 
Konzentration gegeben. Es zeigte sich nun, dab die reversierten roten 
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Blutkérperchen das Hamoglobin erst in Kochsalzlésungen abgaben, 
deren Konzentration eine viel geringere war als die Lésungen, in denen 
die Hamolyse der frischen Erythrocyten erfolgte. 





Fall I I Ill IV Vv VI 


Frisches Blut. ....../j| 0,30 0,32 0,30 0,34 0,32 0.32 
Reversiertes Blut. .... 0,10 O14 0,12 0,12 0,14 0,10 

Die Resistenzbestimmungen wurden in der Weise ausgefiihrt, dal 
0O,.lcem Blut mit 2ccm der verschieden konzentrierten Kochsalz- 
lésungen zusammen gegeben wurden. Wir bestimmten immer die 
untere Resistenzgrenze, d.h. die Maximumresistenz. 

Wir fanden somit, daf die reversierten roten Blutkérperchen bedeutend 
resistenter sind als die nicht vorbehandelten. In unseren Versuchen war 
insofern eine Verschiedenheit in der Anordnung, als die Konzentration 
der Erythrocyten im frischen Blute eine gréBere war als bei den rever- 
sierten Blutkérperchen. Die Zahl der reversierten Erythrocyten ist 
durch die zur Erzielung der Reversion nach erfolgter Himolyse zu- 
gesetzte hypertonische Kochsalzlésung entsprechend kleiner als in der 
gleichen Menge Blut. Es wurden deshalb auch die Resistenzversuche 
mit Blut ausgefiihrt, das durch Zusatz von isotonischer Kochsalz- 
lésung verdiinnt war, so das es hinsichtlich der Zahl der in ihm ent- 
haltenen Erythrocyten der Aufschwemmung der reversierten Erythro- 
cyten entsprach. Der Unterschied in der Resistenz gegen hypotonische 
Lésungen der frischen und der reversierten Erythrocyten blieb der 
gleiche. 

Da bei den reversierten Erythrocyten kein Serum anwesend war, 
so muBte noch festgestellt werden, welchen EinflufB beim frischen 
Blute die Anwesenheit des Blutserums auf den Resistenzversuch hat. 
Es wurde darum auch die Resistenz gewaschener roter Blutkérperchen 
festgestellt und verglichen mit ungewaschenen. Wir fanden, was auch 
Ndgeli in seinem Lehrbuch erwahnt, daB die Abwesenheit des Serums 
die Himolyse etwas erleichtert, aber in einem ganz geringen Grade. 


Als Beispiel folgender Versuch: . 
, Blut A (ungewaschen) himolysiert bei 0,32 Proz. 
» A (gewaschen) a 0,30 ,, 
» A (reversiert) = ~ 


Es kann somit fiir die gesteigerte Resistenz der reversierten 
Erythrocyten nicht die Abwesenheit des Serums als wesentliche Ur- 
sache in Betracht kommen. 

Wir stellten auch Untersuchungen an, ob die Lange der Zeit nach 
Entnahme des Blutes aus dem Kérper von Einflu8 auf die Resistenz 
und auf die Méglichkeit der Riickgingigmachung der Hamolvse ist. 
Wir fanden, da® wahrend 9 Tagen sich keine Anderung in der Resistenz 
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bei den einzelnen Blutproben bemerkbar macht und dai auch wahrend 
dieser Zeitspanne die Reversion méglich ist. 
IV. 

In den bisher geschilderten Versuchen konnte beobachtet werden, 
dab die Resistenz der Blutkérperchen, nachdem die Hamolyse riick- 
gangig gemacht worden war, eine gréBere ist als vorher. Es interessierte 
nun zu untersuchen, wie sich die Resistenz. solcher Blutkérperchen 
gestaltet, bei denen eine kombinierte Reversion ausgefiihrt worden 
ist, die sich aus Stroma und Hiamoglobin verschiedener Herkunft 
zusammensetzen (s. Abschnitt IT). 

Es wurde zunichst die Resistenz des frischen Blutes von zwei 
verschiedenen Spendern untersucht (A und B). Sie betrug beidemal 
0,32. Beide Blutproben wurden dann hamolysiert durch Zugabe von 
6ccem Aqua dest. zu 3ccm defibriniertem Blute. Das hamolysierte 
Blut wurde dann 4 Stunden lang zentrifugiert bei einer Tourenzahl 
von 3000 pro Minute. Die tiber den als Bodensatz abgesetzten Stromatis 
stehende Hamoglobinlésung wurde abpipettiert. Das Hamoglobin des 
Blutes A wurde mit Stromatis des Blutes B und umgekehrt zusammen- 
gebracht. Nach Zugabe von je 3,5cem einer 1,7 proz. NaCl-Lésung 
verschwand die Lackfarbe des Gemisches, und es war deutliche Deck- 
farbe festzustellen. Nun wurde die Resistenz dieser neuen Erythro- 
cyten bestimmt. In beiden Fallen trat erst bei einer Kochsalzkonzen- 
tration von 0,12 Proz. Hamolyse auf. Ein derartiges Verhalten der 
roten Blutkérperchen trat in sechs analog durchgefiihrten Versuchen 
gleichmaBig in Erscheinung. Wir stellten die gleichen Versuche auch 
mit Hundeblut an, dessen Erythrocyten durch Vorbehandlung des 
Tieres mit Phenylhydrazin pachydermisch gemacht worden waren. 

Als Beispiel folgender Versuch: 

Menschenblut (M)hamolysiert bei 0,34 Proz. 
Hundeblut (H) * a ee 

Blutkérperchen aus Stroma M und Hamoglobin H_ hamolysiert 
bei 0,14 Proz. Es verhalten sich clso in dieser Hinsicht die aus Stroma 
und Hamoglobin verschiedener Herkunft zusammengesetzten Erythrocyten 
ebenso wie Erythrocyten nach erfolgter reversierter Hadmol yse. 

V. 

Des weiteren stellten wir Versuche an, durch refraktometrische 
Bestimmungen die Verschiebung des Hamoglobins bei der einfachen 
und bei der kombinierten Reversion der Hamolyse zu kontrollieren. 
Zunachst stellten wir unsere Beobachtungen in der Weise an, wie die 
Beschreibung des folgenden Versuchs erhellt: 


Hundeblut wurde durch Vorbehandlung mit Injektionen von Phenyl- 
hydrazin in vivo pachydermisiert (iiber die Technik s. Abschnitt II). In 
dem defibrinierten Blute wurde dann die Resistenz der Erythrocyten 


4) 
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bestimmt. Es wurde durch Zentrifugieren das Serum entfernt, die Himolyse 
eingeleitet und durch langes und scharfes Zentrifugieren die Stromata von 
der Hamoglobinlésung getrennt. Um in dem Stromasediment noch be- 
findliches Hameglobin zu entfernen, wurden die Stromata nochmals mit 
einer ganz schwach hypotonischen Kochsalzlésung gewaschen; durch 
langes Zentrifugieren gelingt es, die pachydermischen Stromata wieder zu 
sedimentieren, Damit in der abpipettierten Hiimoglobinlésung sicher 
keine Stromata erhalten bleiben kénnen, wurden der Hamoglobinlésung 
einige Tropfen konzentrierte Kochsalzlésung zugesetzt, so daB allenfalls 
in ihr erhaltene Stromata nach dem Vorgang der reversiblen Hamolyse 
sich mit Hamoglobin beladen. Durch Zentrifugieren der mit wenigen 
Tropfen Kochsalzlésung versetzten Hamoglobinlisung wurden auch die 
letzten in ihr enthaltenen Stromata in Form reversierter Erythrocyten 
entfernt, so daB wir eine reine Himoglobinlésung vor uns hatten. 

Von dieser Hamoglobinlésung bestimmten wir die Refraktion, ebenso 
vom Stromasediment. Daraufhin wurden die gewaschenen Stromata der 
Haimoglobinlésung, die hypertonisch war, zugesetzt. Makroskopisch 
zeigte sich ein Verschwinden der Lackfarbe und das Auftreten der Deck- 
farbe. Mikroskopisch zeigten sich die Stromata, die vorher als undeutlicher 
Schatten kaum kenntlich waren, jetzt plétzlich als deutlich sichtbare, 
griinlich-gelb gefairbte Erythrocyten. 

Die reversierte Aufschwemmung wurde nun zentrifugiert und so die 
reversierten Erythrocyten sedimentiert. Die iiberstehende Fliissigkeit 
wurde wieder refraktometrisch bestimmt. 

Die in drei verschiedenen Versuchen gewonnenen Refraktionswerte 
sind folgende: 

Hamoglobinlésung allein 55,0, 47,3, 52,3 Proz.; Himoglobinlisung 
nach Zugabe der Stromata 44,6, 40,5, 43,5 Proz. 

Es wurde auch refraktrometrisch untersucht, ob die Werte der Stroma- 
aufschwemmungen Anderungen aufweisen durch Zusatz hypo- und hyper- 
tonischer Kochsalzlésungen. Es waren aber hierbei weder refraktometrisch, 
noch makroskopisch und mikroskopisch Unterschiede festzustellen. 

Entsprechend dieser Versuchsanordnung bei einfacher Reversion 
stellten wir auch bei kombinierter Reversion diese Beobachtungen an. 
Wir verwandten pachydermisierte Hundestromata und Hamoglobin von 
Menschenblut. Die Haimoglobinlésung wurde durch Zusatz von konzentrierter 
Kochsalzlésang und Zentrifugieren stromafrei gemacht. Auch bei diesen 
Versuchen laBt sich refraktometrisch die Hiamoglobinbewegung einwandsfrei 
feststellen. Die gefundenen Werte sind: 

Menschliche Himoglobinlésung allein 58,0, 56,5 Proz.; nach Zugabe 
von Hundeblutstromatis 50,3, 47,3 Proz. 

Diese refraktometrischen Untersuchungen bestatigen, wie wir 
makroskopisch und mikroskopisch feststellen konnten, dab eine kom- 
binierte reversible Hamolyse, d.h. eine Bindung von Haimoglobin an 
Stromata verschiedener Herkunft méglich ist. Wir versuchten nun 
auch die Méglichkeit, ob es gelingt, einen anderen EiweiBkérper als 
Hamoglobin an Stromata in ahnlicher Weise heranzubringen, und 
wiahlten dazu Casein. Refraktometrische Untersuchungen einer Casein- 
lésung vor und nach Zugabe von Stromatis in verschieden tonischen 
Lésungen ergaben aber keine nachweisbaren Unterschiede. 
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Unsere Untersuchungen haben zunachst die von Brinkman und 
v. Szent-Gydrqyi mitgeteilten Beobachtungen bestatigt. Dab es uns 
auch gelungen ist, eine Kombination zwischen Hamoglobin und Stroma 
verschiedener Herkunft zu erzielen, ist ein weiterer Beweis fiir die 
Méglichkeit der reversiblen Hamolyse. Durch die Méglichkeit der 
Umkehr der Hamolyse werden wichtige Fragen iiber den Bau der 
Erythrocyten beriihrt, besonders fiir die Art der Haftung des Himo- 
globins an das Stroma kénnen vielleicht Anhaltspunkte gewonnen 
werden. Ob es sich um eine Adsorption handelt, so daB das Hiamo- 
globin durch Oberflichenkrifte am Stroma festgehalten wird, oder ob 
es in das Stroma wie in eine Blase eingeschlossen ist, mit einer dieser 
beiden Theorien ware das Phinomen der reversiblen Hiamolyse in 
Einklang zu bringen. j 

In einer in allerjiingster Zeit erschienenen Arbeit hat FE. L. Bayliss (7) 
seine Untersuchungen tiber reversible Hiamolyse veréffentlicht. Er 
widerspricht dabei sehr energisch der Theorie der Adsorption, die 
Brinkman fiir die wahrscheinlichste halt und die zweifellos durch die 
Méglichkeit der Umkehr der Himolyse an Wahrscheinlichkeit gewinnt. 
Bayliss steht nun auf dem Standpunkt, da das Phainomen der re- 
versiblen Hamolyse ein osmotischer Vorgang ist. Er erkennt zwar 
die auBere Erscheinung der reversiblen Hamolyse an, glaubt aber 
diesem Phanomen einen ganz anderen Vorgang zugrunde legen zu 
miissen als es Brinkman tut. Und zwar vertritt Bayliss die Auffassung, 
da eine wirkliche Hamolyse bei dem Zusatz von hypotonischen 
Lésungen gar nicht immer auftrete und daB sich das Blut verschiedener 
Menschen hierbei verschieden verhalte. Er teilt die Blute, die das 
Phanomen der Reversion aufweisen, in zwei Klassen ein, die jedoch 
ziemlich weitgehend ineinander tibergehen, wobei er zugibt, daB die 
Schwellungstheorie zur Erklarung der Vorgange bei Hamolyse nicht 
in ihrem ganzen Umfang aufrecht erhalten werden kann. Die eine 
Klasse, die Bayliss aufstellt, ist dadurch gekennzeichnet, daf bei ihr 
durch Zusatz von hypotonischen Lésungen keine eigentliche Himolyse 
stattfindet, sondern daB hier eine starke Schwellung der Blutkérperchen 
eintritt, so sehr, daB diese fest aneinander gedrangt sind. Dadurch 
wird das makroskopische Aussehen verandert in der Richtung des 
Lackfarbenwerdens, aber eine véllige Durchsichtigkeit tritt nicht ein. 
Bei der Reversion dieses Zustands wiirde nach Bayliss eine Riickkehr 
der Blutkérperchen zu ihrer normalen GréBe eintreten. 

Bei der zweiten Klasse von Blut, die Bayliss aufstellte, ist das 
Hamoglobin tatsichlich ausgetreten, ,,herausgeschafft worden” aus 
den Blutkérperchen infolge der iibermaBigen Schwellung der Kérper- 
chen; dabei sei das Stromamaterial nicht aufgelést worden, sondern 
behalte seine Struktur. Diese Priparate sind vollstandig durchsichtig 
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und nicht zu unterscheiden von vollstindig hamolysiertem Blute, wo 
Hamolyse und Stromatolyse erfolgt sei. Nach Einleitung der Reversion 
in diesen Fallen tritt ebenfalls eine Schrumpfung der geschwollenen 
Koérperchen ein, sie nehmen ihre urspriingliche GréBe wieder an. Thr 
Haimoglobingehalt sei jetzt aber nur unbedeutend gréBer als in der 
die Kérperchen enthaltenden Fliissigkeit. Bayliss nimmt aber doch 
an, daB bei der Schrumpfung der Stromata diese einen gewissen Betrag 
von Hamoglobin an sich reiBen. Als Wesentliches bei dem sogenannten 
Phanomen der reversiblen Hamolyse bezeichnet Bayliss aber doch das 
Schwellen und Schrumpfen der Erythrocyten und lehnt die Not- 
wendigkeit der Annahme einer Adsorption des Hamoglobins an die 
Stromata ab. 

Als Methoden bei seinen Untersuchungen dienten Bayliss Mikro- 
skop, Hamatokrit, Refraktometer und Viskosimeter. 

Unsere Ansicht, zu der wir auf Grund unserer eigenen Versuche 
kommen, ist nun folgende: 

Eine Schwellung und Schrumpfung der Erythrocyten mag sehr 
wohl bei dem Vorgang der reversiblen Hamolyse in einem gewissen 
Grade auftreten und kann vielleicht auch eine Rolle bei dem sich hierbei 
abspielenden ProzeB haben. Den Hauptfaktor jedoch bilden Schwellung 
und Schrumpfung nicht. Durch unser Verfahren, pachydermisch 
gemachte Blutkérperchen zu verwenden, gelang zweifellos die Trennung 
von Himoglobin und Stroma in weitgehendstem Mabe. Dab Reste von 
Hamoglobin zwischen den Stromatis nach dem Abzentrifugieren fiir 
das Zustandekommen der Reversion keine Rolle spielen kénnen, er- 
gaben unsere refraktometrischen Untersuchungen. Vielmehr lat sich 
mit dieser Methode nachweisen, daB etwa 60 Proz. des Himoglobins 
an die Stromata herangeht. Verwendet man nun Hamoglobin und 
Stromata verschiedener Herkunft, wie wir es getan, so kann an Vor- 
ginge, wie'sie Bayliss bei Blut seiner ersten Klasse beschreibt, gar nicht 
gedacht werden. Benutzt man noch die VorsichtsmaBnahme, die bei 
Verwendung pachydermisierter Erythrocyten zweifellos geringe Anzahl 
von Stromatis bzw. besonders resistenter Erythrocyten durch Hyper- 
tonie aus der Hamoglobinlésung auszuschalten, und kombiniert dann 
diese stromafreie Himoglobinlésung mit Stromasediment, in dem 
durch Hypertonie auch keine Anderung des Aussehens der Stromata 
zu erzielen war, dann ist man wohl berechtigt, Schwellungs- und 
Schrumpfungsprozessen eine untergeordnete Bedeutung beizumessen 
und Adsorptionsvorgiinge in den Vordergrund der Erscheinung zu 
stellen. 

Vielleicht darf man auch unsere Befunde bei der Resistenz- 
bestimmung der reversierten Erythrocyten als Stiitze der Adsorptions- 
theorie anfiihren. Wie wir fanden, ist die Resistenz der reversierten 
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Erythrocyten eine gréBere als die der gleichen Blutkérperchen vor 
der Hamolyse und Reversion. Da nach der Reverison nur etwa 60 Proz. 
des Himoglobins, was auch Brinkman feststellen konnte, an oder in 
den reversierten Blutkérperchen enthalten sind, so kénnen die Ober- 
flachenkrifte des Stromas diese Menge Hiimoglobin fester halten, und 
die Resistenz ist somit eine starkere. Als Grund gegen die Adsorptions- 
theorie fiihrt Bayliss noch an, von teleologischen Erwigungen aus- 
gehend, die Menge des Hamoglobins auf der Oberfliche verteilt, wiirde 
eine geniigend schnelle Diffusion des Sauerstoffs bei der dann not- 
wendigen Dicke der Hamoglobinschicht nicht zulassen. is _besteht 
aber wohl die Méglichkeit, dai die durch adsorptive Krifte bedingte 
Fixierung des Hamoglobins ans Stroma nicht nur an dessen Ober- 
flaiche wie an eine Kugel statthat, sondern dal im Stroma wie in einem 
Schwamme, das Himoglobin in verhaltnismabig diinner Schicht an- 
gelagert ist. 
Zusammenfassung, 

Das von Brinkman und v. Szent-Gyédrgyi beschriebene Phanomen 
der reversiblen Hamolyse lieB sich von uns bei jedem Blute auslésen. 
Es gelingt, Himoglobin und Stroma verschiedener Herkunft, sogar 
von verschiedenen Tierspezies stammend, zu kombinieren, also eine 
kombinierte reversible Himolyse auszufiihren. 

Die reversierten roten Blutkérperchen sind hypotonischen Lésungen 
gegeniiber bedeutend resistenter als sie vor Haimolyse und Reversion 
waren. 

Es laBt sich refraktometrisch die Hamoglobinverschiebung au 
einer Hamoglobinlésung an fremde Stromata feststellen. 

Die gemachten Beobachtungen sprechen im Sinne einer Adsorption 
des Himoglobins an das Stroma. Die Theorie, durch Schwellung und 
Schrumpfung der Erythrocyten die reversible Hamolyse zu erkhiren, 
wird besonders auf Grund der bei der kombinierten reversiblen Hamolyse 
gemachten Feststellungen nicht fiir ausreichend erachtet. 
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Joddiingung und Jodfiitterung. I. 


Von 
Th. von Fellenberg. 


{Orientierender Versuch des eidgendssischen Gesundheitsamtes und der 
Zentralverwaltung der schweiz. landwirtschaftlichen Versuchs- und Unter- 
suchungsanstalten Liebefeld ')]. 


(Eingeqangen am 11. Mai 1925.) 


J. Stoklasa*) berichtete vor einiger Zeit tiber Joddiingungsversuche 
mit Zuckerriiben. Er untersuchte Pflanzen aus verschiedenen Familien 
auf ihre Jodempfindlichkeit. Wahrend z. B. Gramineen durch eine 
Lésung von 5 mg Jod in Form von Kaliumjodid im Liter nach 22 Tagen, 
Papilionaceen nach 45 Tagen zugrunde gehen, halten andere Pflanzen 
gréBere Jodmengen ohne Schaden aus. Die Halophyten. zu welchen 
die Zuckerriibe gehért, werden nach Stoklasa durch Joddiingung sogar 
in ihrem Wachstum geférdert, wie folgende Versuche zeigen. 

Die Riiben wurden in Tépfen zu 12kg Erde mit 21 mg Jod in Form 
von KJ pro Topf versetzt und ergaben als Erme: 





Ohne Joddingung Mit Joddungung 


2 & 
mutter . cc ee 2066 2246 
See ag 6 a 1390 1989 


Der Jodgehalt der Produkte pro Kilogramm Trockensubstanz war 
folgender. Wir geben die Werte in Gamma 0.001 mg an. 





Ohne Joddungung Mit Joddungung 


y J im kg y Jim kg 
ae 320 900 
WHENNEOR 5 «6 ws « 150 600 


1) Die Kultur- und Fiitterungsversuche wurden auf dem Gutsbetrieb 
Liebefeld durch die Zentralverwaltung der schweizerischen landwirtschaft- 
lichen Versuchsanstalten, die Jodbestimmung im Laboratorium des eid- 
genéssischen Gesundheitsamtes durch Th. von Fellenberg vorgenommen. 
Die Untersuchung einer Anzahl Milchproben verdanken wir der schweizeri- 
schen milchwirtschaftlichen und bakteriologischen Anstalt Liebefeld. 

*) J. Stoklasa, C.r. 128, 120, 1924. 
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Folgende Resultate ergab ein Feldversuch, wobei die mit Jod gediingten 
Parzellen 1,72 kg Jod in Form von KJ pro Hektar erhielten. Man erntete 
pro Hektar: 





Ohne Joddiingung Mit Joddungung 


dz dz 
eee 374 405 
Wurszeln ..... 333 413 


Unsere Versuche bezweckten nun, einen Feldversuch in ahnlicher 
Weise wie Stoklasa, und zwar nicht mit Zuckerriiben, sondern mit 
tunkelriiben durchzufiihren und den EjinfluB der Verfiitterung der 
geernteten Blatter und Wurzeln auf den Milchertrag von Kiihen und auf 
die Zusammensetzung der Milch, besonders in bezug auf ihren Jodgehalt, 
festzustellen. Man konnte sich fragen, ob es nicht aussichtsreich wire, 
dem Menschen die kleinen Jodmengen, welche er taglich nétig hat, 
durch eine auf dem natiirlichsten Wege etwas jodreicher gewordene 
Milch zuzufiihren. 


1. Diingungsversuch. 
Boden: sandiger Lehm., 
Runkelritbensorte: Schéne von Andelfingen (schweizerische Ziichtung). 
Aussaat: am 6, Mai 1924 auf sechs Parzellen von 50qm.  Reihen- 
abstand: 50em; Abstand der Pflanzen in den Reihen: 35 cm. 

Grunddiingung: je Hektar fiir alle Parzellen gleich: 

847,5dz Stallmist, 

50kg P,C, nm Form von Superphosphat, 

100kg K,O in Form von 30proz. Kalisalz. 
Dijfere nzdiingung: 

Parzellen I: ohne Ammoniumsulfat, ohne Jod. 

Il: 60kg N je Hektar als Kopfdiingung in Form von 
20proz. Ammoniumsulfat, ohne Jod. 
. Il: wie Il, dazu 2,0kg Kaliumjodid je Hektar. 

Pilege: 

12. Juni: hacken. 

27. Juni: hacken und jaten. 

1. Juli: ausdiinnern und nachpflanzen. 

8. Juli: Kopfdiingung mit Ammoniumsulfat (IT und III) 

und Jod (IIT); hacken. 
10. Juli: jaten. 


Verlaut des Versuche. 

19. Mai: Starkes Hagelwetter. UnregelmiBige Keimung der Samen. 
Die Parzellen wiesen bis zum 1. Juli, wo ausgediinnert und nachgepflanzt 
wurde, einen ziemlich liickigen Bestand auf. 

22. Juli: Starker Platzregen; eine daherige Verschwemmung der 
Differenzdiingung schien selbst auf dem ebenen Versuchsland im Bereich 
der Méglichkeit zu liegen. Die Parzellen mit Ammoniakdiingung (IT und ITT) 
zeichneten sich deutlich durch iippigere Blattentwicklung mit dunkelgriinen 


i4* 
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Blattern gegeniiber den nicht mit Ammoniak gediingten Parzellen aus, 
Bei den Riiben konnte ein Unterschied nicht festgestellt werden. 

Am 7. Oktober fand die Ernte statt. Das Ergebnis ist in der Tabelle I 
zusammengestellt 


Tabelle I. 


Ernteergebnis. 





Ertrag je Parzelle in ky Ertragsmittel in ky pro a oder in dz je ha 
8) . as eP ’ Prozentischer 


Parzellen 7a a Vergleich 
—— a" Runkeln Blatter ~~ der irtvige 
la 445 121 
Ib 482 101 
le 518 109 
Total 1445.0 331.0 963.3 220.7 1184.0 100 
Ila 495 161 
ILb 475 124 
Ile 540 125 
Total 1510.0 410.0 1006,7 273.3 1280.0 1081 
Illa 460 140 
IIIb 512 131 
IIIc 497 120 
Total 1469.0 400,0 979.3 266.7 , 12460 105,2 


Eine Ertragsverbesserung scheint sowohl bei den Runkeln als auch 
bei den Blattern bei den Parzellen [lL und ILI infolge Ammoniakdiingung 
cingetreten zu sein. Die Abweichungen bei den Runkeln liegen aber 
innerhalb der Fehlergrenze, so dab hier von einer Wirkung nicht die 
Rede sein kann. AuBerhalb der Fehlergrenze liegen die Mehrertrige 
bei den Blattern, wo eine deutliche Wirkung der Ammoniakdiingung 
eingetreten ist. Die Differenzdiingung mit Kaliumjodid war unwirksam, 
im Gegensatz zu den Befunden von Stoklasa, 

Die chemische Untersuchung erstreckte sich auf die Jodbestimmung 
im Boden vor Verabfolgung der Joddiingung und zur Zeit der Ernte, 
ferner in den Diingemitteln und schlieBlich in den geernteten Riiben 
und Blittern. 

Man suchte zu berechnen, wieviel von dem den Pflanzen zur Ver- 
fiigung stehenden Jod von denselben im Laufe der Vegetationsperiode 
aufgenommen worden ist. Zu den genannten Jodquellen kommt noch 
das durch den Regen auf die Erde gelangende Jod hinzu. 

Die Erdproben werden mit Hilfe eines Probestechers bis zu 15 cm 
Tiefe entnommen. Je zehn Proben wurden pro Parzelle zu 50 qm 
ausgehoben. 

Um die Verhaltnisse zu vereinfachen, mischte man die vor der Jod- 
diingung gefaBten Proben aller Parzellen. Ferner wurden die bei der 
Ernte erhobenen Muster der Parzellen I und IT vereinigt. Die Unter- 
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suchungsmethcde, wie sie friiher') fiir Erde beschrieben worden ist, 
befriedigte uns in diesem Falle nicht. Man durfte sich nicht mit einer 
Bestimmung des Gesamtjcds begniigen, da ja die Hauptmenge des 
in den Gesteinen und in Erde enthaltenen Jcds fiir die Pflanzen nicht 
verwerthar ist. Auch das in HC] lésliche Jcd kam hier weniger in Be- 
tracht, da unsere Erde mit Salzsiure tiberhaupt nicht aufbraust. Man 
ging deshalb so vor. 

1. Man bestimmte das Jcd im wisserigen Auszug der Erde. Von 
der feuchten, in Stépselflaschen aufbcewahrten Erde wird so viel ab- 
gewogen, wie 25 g trockener Erde entspricht. Man setzt 250 com Wasser 
zu, labt wahrend | Stunde unter haufigem Umschiitteln stehen, filtriert 
und bestimmt das Jcd im Filtrat. 

2. Jcdbestimmung im Auszug mit I proz. Kochsalzlésung. Von 
Dr. Truninger wurden wir darauf aufmerksam gemacht, dab das Jcd 
sich vielleicht weitgehend durch Icnenaustausch unter Verwendung 
eines Alkalihalogenids wiirde verdrangen lassen. Neue Erdproben von 
25g Trockensubstanzgehalt wurden mit der zehnfachen Menge 1 proz. 
Lésung von umkristallisiertem, jcdfreiem Kochsalz | Stunde geschiittelt, 
dann filtriert und das Filtrat verarbeitet. 

3. Jedbestimmung im Pottascheauszug. Pottasche wurde bereits 
durch Chatin bei der Jodbestimmung in Erden verwendet. 

Die 25g Trockensubstanz entsprechenden Proben werden in 
gewcgenen Becherglisern mit 250 ccm Wasser und 2.5 cem gesattigter 
Pottaschelésung im siedenden Wasserbade 1}, Stunden lang erhitzt, 
indem man von Zeit zu Zeit umrihrt. Dann wird das verdampfte 
Wasser durch frisches ersetzt. Nach dem Erkalten filtriert man und 
bestimmt das Jcd in einem gemessenen Teil des Filtrats 

4. Salzsaurelésliches Jcd in der mit Pottasche ausgezogenen Erde. 
Man spilt die auf dem Filter befindliche Erde wieder in das Becherglas 
zuriick, verdiinnt mit im ganzen 4€0cem Wasser und lift bis am 
nichsten Tage absitzen. Dann gieit man die annaihernd klare Lésung 
ab und versetzt die zuriickbleibende, feuchte Erde mit 5 cem HCI (1: 1), 
welche zur Verhiitung ven Oxydationen im Liter mit 2g Natrium- 
bisulfit versetzt worden ist. Man la&t einige Stunden stehen, verdiinnt 
mit Wasser auf 125 g. filtriert und bestimmt das Jcd in einem gemessenen 
Teile des Filtrats. 

5. Jodbestimmung im unléslichen Riickstand. Der Riickstand von 
der Salzsiurebehandlung wird griindlich ausgewaschen, getrocknet, 
fein verrieben und in einem Teil davon das Jod nach AufschlieBen 
mit KOH bestimmt. 

Man erhielt folgende Werte: 


1) Diese Zeitschr. 152, 121, 1924. 
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Tabelle II. 


Jodgehalte der Erdproben. 





Vor der Jod- Bei der Ernte, 6. Oktober 
dungung, ————————— 
2. Juni. 
Parzellel.[u.11] Parzelle I u. Il Parzelle Ill 
y J im kg y J im kg y J im kg 
Wiasseriger Auszug ....... 10 15 30 
Iproz. NaCl-Lésung....... 12 8 10 
Pottascheauszug........-. SSO S10 1500 
HC1-Lésung nach Pottascheausezug 72 105 100 
Im Riickstand, fest gebundenes Jod 250 870 1000 
co ee ee ee ee 2202 1785 2600 


Diese Zahlen haben nicht alle dieselbe Genauigkeit. Die vier ersten 
Zahlenreihen wurden mit 25g, also einer ziemlich groBen Material- 
menge ausgefiihrt, das fest gebundene Jod im Riickstand hingegen 
nur mit 2 g, wie dies in der Methode begriindet liegt. Deshalb kommen 
von letzteren Zahlen nur die beiden ersten Ziffern in Betracht. Wir 
sehen nun bei diesem fest gebundenen Jod groBe Differenzen, die 
auBerhalb der Fehlergrenze liegen. Den héchsten Wert zeigt die Erde 
vor der Joddiingung, den niedrigsten diejenige der Parzellen I und II 
nach der Diingung. Diese Differenzen sind auf Ungleichheiten in der 
Erde selbst zuriickzufiihren, bzw. auf die Schwierigkeit, bei dem vor- 
liegenden Material wirklich genaue Durchschnittsproben zu erlangen. 
Das fest gebundene Jod hat iibrigens fiir unsere Betrachtungen nur 
untergeordnetes Interesse. 

Wir sehen, daB sowohl Wasser als auch | proz. Kochsalzlésung nur 
aiuBerst geringe, unter sich ihnliche Jodmengen aus der Erde heraus- 
lésen. Da die Kochsalzlésung nicht besser wirkt als destilliertes Wasser. 
kann man also hier riicht von einer spezielion lonenwirkung der ersteren 
reden, 

Durch die Joddiingung hat sich das wasserlésliche Jod nur um ein 
geringes, das pottascheldsliche hingegen ganz betrachtlich vermehrt. 
Es hat um 600 bis 700 y pro Kilogramm zugenommen. Es ist nun nicht 
einzusehen, da® sich das zugesetzte Jodid als solches weder in Wasser, 
noch in Kochsalzlésung, wohl aber in Pottaschelésung lésen sollte. Es 
liegt viel naher, anzunehmen, daB es sich im letzteren Falle nicht mehr 
um anorganisches Jodid, sondern um organisches, an Diingstoffe und 
Humus gebundenes Jod handelt. 


Es ist nun interessant, sich dariiber Rechenschaft zu geben, wie- 
viel von dem bei der Diingung verwendeten Jod zur Zeit der Ernte 
noch im Boden vorhanden ist. Pro Quadratmeter sind 0,2 g oder 
200000 y Kaliumjodid ausgebracht worden. Wenn wir die in Betracht 
kommende Tiefe auf 20cm und das spezifische Gewicht der Erde auf 
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1,5 veranschlagen, so entsprechen einem Quadratmeter Oberfliche 
300 kg Erde. Damit waren in 1 kg Erde 667» KJ oder 510 y Jod 
hineingebracht worden. 

Wir hatten also eine gréBere Jodzunahme gefunden, als dem 
zugesetzten Jod entspricht. Natiirlich sind die Fehlerquellen bei einer 
solchen Berechnung ganz betrachtliche. Schon die gleichmaBige Ver- 
teilung des Jods in der Erde durch Diffusion muBb in dem Mabe gehemmt 
werden, als das Jodid in die unlésliche organische Form iibergefiihrt 
wird. Immerhin scheint aus unseren Untersuchungen hervorzugehen, 
da keine gréBberen Jodverluste eingetreten sind, dab sich das einge- 
brachte Jod zur Zeit der Ernte noch gréBtenteils in der Erde befindet. 

Die Erde der Versuchsanstalt Liebefeld, hervorgegangen aus dem 
diluvialen Schotter der letzten Eiszeit, zeichnet sich durch eine be- 
deutende katalytische Wirkung aus'), d. h. die Erde oxydiert zugesetztes 
Jodid leicht zu elementarem Jod. Es ist nun die Méglichkeit vorhanden, 
dali das frei werdende Jod teilweise in die Luft entweicht; es kann 
auch teilweise durch den Regen ausgewaschen werden und in das 
Grundwasser gelangen. Ein Teil hingegen, und in unserem Falle mub 
dies weitaus die Hauptmenge ausmachen, wird durch die organischen 
Substanzen des Bodens gebunden und in praktisch unauswaschbarer 
Form festgehalten. Je mehr Diingstoffe zugegen sind, desto ausgiebiger 
kann diese Bindung erfolgen. Unser gut gediingter Boden scheint hier 
recht griindlich gewirkt zu haben. 

Versuchen wir nun zu berechnen, wieviel Jod jeder einzelnen 
Pflanze durch die Joddiingung in greifbarer Form zur Verfiigung 
stand und wieviel von dem zur Verfiigung stehenden sie aufgenommen hat. 

Auf je 100qm kommen 574 Pflanzen. Die Tabelle II] gibt die 
Jodgehalte der Diingemittel an und die Jodmenge, welche jeder Pflanze 
dadurch zukommt. 

Tahelle ITT. 





N Jeder Pflan 

sewers der pee Sa pos ml p conned 

ungemittel je Pflanze zur Vertugung 
y pro kg ry yJ 
Stallmist?) . Sse oe ae ee 40 1480 59.2 
Thomasmeh|!*) ene ee a a ; 360 0.75 0.27 
hE ee ee ee 440 1.63 0.72 
Ammonsulfat (Il umd III)... . 190 52 0.99 
Kaliumjodid (III) ....... . 765000000 0.0348 26 650 


') Vgl. Th. von Fellenberg, H.Geilinger und K. Schweizer, Unter 
suchungen iiber das Vorkommen von Jod in der Natur. VIII. Uber das 
Freiwerden elementaren Jods aus Erde, diese Zeitschr. 152, 177, 1924. 

2) Alter Stallmist vom Liebefeld, Anfang Juli entnommen. 

5) Es wurde hier nicht das verwendete Diingemitte! untersucht, sondern 


eine andere Probe. 
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Somit stehen den einzelnen Pflanzen in den verschiedenen Parzellen 
aus der Diingung zur Verfiigung: 


TR OS a ee 60,2 y J 
Me aes aS & 5 bl2Qy J 
ee sn Glows 6 = eee Se 


wovon bei den Parzelien 1 und II nur | und 2 y als anorganisches Jodid 
vorliegen. 

Die jodarmen Diingemittel machen zusammen 0,25 Proz. der 
Jodmenge aus, welche der Pflanze in Parzelle III durch die Joddiingung 
gegeben wird. 

Ferner kommt jeder Pflanze noch eine gewisse Menge Jod aus der 
Erde zu. Jede Pflanze hat einen Raum von 0,186 qm zur Verfiigung, 
wenn wir annehmen, da der zwischen den Pflanzen liegende Raum 
voll ausgenutzt werde. Wenn wir wiederum die fiir die Pflanze benutz- 
bare Tiefe auf 20cm und das spezifische Gewicht der Erde auf 1,5 
veranschlagen, so berechnet sich die Menge Erde, aus welcher die Pflanze 
ihre Nahrstoffe entnehmen kann, auf 55,8 kg. 

Darin sind, wenn wir von dem fest gebundenen, nur durch Auf- 
schlieBen bestimmbaren und dem in HCl léslichen Jod absehen, etwa 
600 y anorganisch und 49000 y organisch gebundenes Jod enthalten. 

Beriicksichtigen wir nun noch das durch die Niederschlage zur 
Erde gebrachte Jod. Dasselbe wurde?) fiir Bern zu 557 y pro Quadrat- 
meter und pro Jahr berechnet. Daraus wiirde sich fiir den der Riibe 
zur Verfiigung stehenden Raum fiir die Zeitdauer von der Kopfdiingung 
(8. Juli) bis zur Ernte (7. Oktober) 25 y Jod ergeben, wovon wir li y 
als anorganisch und 10y als organisch gebundenes Jod annehmen 
kénnen. Wir beriicksichtigen nur diese letzten 3 Monate, weil die 
Pflanze in ihrem Anfangsstadium wesentlich weniger Raum beansprucht. 

Es stehen also schlieBlich den einzelnen Pflanzen folgende Jod- 
mengen zur Verfiigung: 

Tabelle IV. 


Jedmenge im Bereich cer einzelnen Pflanver. 





Parzelle | Parzelle I Parzelle Ill 


anorgan. organisch anorgan. organisch anorgan. organisch 





Aus dem Boden ,. . 600 49 000 600 49 000 600 49.000 
Aus den Diingstoffen . l 59 2 | 60 27000 60 
Durch d. Niederschlige 15 10 15 10 15 10° 


Summe 616 | 49069 617 49070 27615 49070 


Bei Parzelle II] nimmt natiirlich das anorganische Jod schnell ab. 


1) Siehe Th. von Fellenberg, diese Zeitschr. 189, 434, 1923. 
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Vergleichen wir nun mit diesen Zahlen die wirklich aufgenommenen 
Jodmengen. Sie sind in der Tabelle V angegeben. 
Tabelle V. 


Jodgehalte der Runkelriibenwurzeln und -blatter. 





Wurzeln Blatter 
I ll Ill I Il Il 

y J pro kg frischer Sub- 

stanz ... . 11 11 25 ll ll Su 
Proz. Trockensubstanz A 8,68 8.88 8,53 8,24 9,86 8,05 
y J pro kg Trockensub- 

stanz .. 127 124 290 133 112 1120 
Mittleres Gewicht _ der 

Pflanzen ing .. . 840 880 855 192 239 230 
Jodgehalt pro Pflanze, g 93 97 214 2.1 2.6 20.5 
os -halt der ganzen I i Il 

Premae ..-. - 114 12.3 41.9 
Aufgenommenes Jod in 

Proz. d. vorhandenen 

anorganischen Jods . 19 2.0 0.09 


Wir sehen, daB die Pflanzen nur einen auberordentlich geringen 
Teil des vorhandenen Jods aufgenommen haben. Auch wenn wir den 
zur Verfiigung stehenden Raum mehrfach iiberschatzt haben sollten, 
andert dies am Endresultat nur wenig. Bei den Parzellen I und II 
hatte bereits das durch die Niederschlage herabgebrachte Jod geniigt, 
um die aufgenommene Menge zu liefern. 

Das organische Jod fallt selbstverstandlich als direkte Jodquelle 
auber Betracht. Indirekt kann es hingegen wirken. Bei der allmahlichen 
Mineralisierung der organischen Substanzen sollte es aller Voraussicht 
nach wieder in anorganische Form itibergefiihrt werden. In welchem 
Grade und in welchem Zeitraum dies bei den einzelnen Béden geschieht, 
entzieht sich unserer genaueren Kenntnis. Friihere Untersuchungen‘) 
haben gezeigt, dali die Béden stets jodreicher, meist sogar bedeutend 
jodreicher sind, als die Gesteine, aus denen sie hervorgegangen sind. 
Demnach diirfte die Mineralisierung des organischen Jods im allgemeinen 
in geringerem Mabe erfolgen, als die Uberfiihrung des anorganischen 
Jods in organisches. 

Wenn wir die von uns gefundene Jodaufnahme durch die Runkeln 
mit der von Stoklasa festgestellten vergleichen, so finden wir bei den 
Wurzeln eine bedeutend geringere, bei den Blattern eine starkere 
Speicherung. Dieser Unterschie? kénnte wohl in der Verschieden- 
artigkeit der Erden begriindet sein. Unsere energisch oxydierende 
Diluvialerde zersetzt, wie erwihnt, das zugesetzte Jodid nahezu ganz 


1) Diese Zeitschr. 157, 163, 1924. 
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weiter fortgeschritten war, als bei Netti. Aus den Fettgehaltszahlen 
ergibt sich keine Regelmabigkeit. Die Zunahme des Fettgehalts bei 
Netti ist eine konstante, halt also auch an, nachdem keine Riiben- 
blatter mehr verfiittert wurden. Die Milchgehaltsverbesserung ist bei 
beiden Kiihen eine Folge der fortschreitenden Lactation (altmelk). 

Fiir die Stoffwechselversuche wurde der Jodgehalt von Harn, Kot 
und Milch festgestellt. Man suchte, soweit dies méglich war, eine 
Jodbilanz aufzustellen. Dazu muBbte auBer den Riibenblattern auch 
das iibrige Futter auf Jod untersucht werden. 

Eine sehr groBbe Genauigkeit konnte von der Bilanz nicht erwartet 
werden, da man nicht die ganze tagliche Harn- und Kotausscheidung 
auffing, sondern nur einzelne Proben, die in der Zusammensetzung 
vielleicht nicht dem genauen Durchschnitt entsprachen und indem 
man die Gesamtmenge der Ausscheidungen nur schatzte. Die Milch 
proben sind eine Mischung gleicher Teile der Morgen- und Abendmilch 

Die Jodbestimmungen wurden im allgemeinen nach friiher publi- 
zierten Verfahren!) ausgefiihrt. 

Der Graskonsum der Tiere konnte nur geschitzt werden. Man 
veranschlagte ihn auf 50 kg taglich. Die abgesonderte Harnmenge 
wurde auf 20 Liter, der Kot auf 30 kg geschatzt. Durch Lungen und 
Haut wiirden dann etwa 20 kg Wasser abgegeben. Die mittlere Milch- 
menge betrug bei Adler 9,4, bei Netti 10,5 Liter. 

Die gefundenen Jodmengen sind in der Tabelle VIT wiedergegeben. 

Tabelle VII. 


Fiitterungsversuch mit Runkelriibenblattern: ausgeschiedene Jodmengen 
. - ‘. 
als »v J in Kilogrammen. 





Adler Netti 
Ribenkraut ohne Joddungung Rubenkraut mit Joddungung 
Datum : 
Harn Kot Milch Harn Kot Milct 
Cle. a _— _— 20 —— 22 
8./9. X. 8 36 15 23 2 20 
10/11. X 10 40 12 20 40 4] 
12./13. X 14 D4 18 23 164 17 
Versuchen wir, eine Jodbilanz aufzustellen. Die Tabelle VIII 


gibt die tigliche Jodaufnahme, Tabelle IX die tagliche Ausscheidung, 
soweit sie sich kontrollieren liaBt, wieder. 

Die Bilanz stimmt nicht gut. Wir finden in den Ausscheidungen 
nur 63 bzw. 67 Proz. des aufgenommenen Jods. Sie kann aber auch 
nicht stimmen, denn wir haben die Ausscheidung durch die Haut nicht 
beriicksichtigt. Zudem ist eine gewisse Speicherung von Jod, wenigstens 


') Th. von Fellenberqg, diese Zeitschr. 152, 116, 1924. 
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Tabelle VIII. Yagliche Jodaufnahme der Versuchstiere. 
Jogebalt der y aufgenommenes Jod pro Tag 
Futtermittel ents 
y J pro kg Adler Netti 
30 kg Riibenbl. ohne enperetinad 1] 330 — 
Ebenso, jodge eg — ‘ 89 — 2670 
05kg Kleie : oe 66 33 33 
50kg Gras. a ee 46 2300 2300 
Summe des taglich aufgenommenen Jods 2663 5003 


Tabelle 1X. Vagiliche Jodausscheidung cer 


Versuchstiere 





Jodgehalt der Ausscheidungen 


y ausgeschiedenes Jod pro Tag 


7 J pro Tag 
Adler Netti Adler Netti 
20kg Harn 10,7 22 214 440 
30kg Kot. . 433 28,7 1300 2660 
9,4 und 10,5 kg Mile ‘h 16,3 25 153 27% 
Summe des kontrollierten ausgeschiedenen Jods 1667 3373 
Differenz 996 1630 


bei der jodreicheren Nahrung, anzunehmen. Ich habe friiher gezeigt'), 
da die Jcdausscheidung durch die Haut beim Menschen eine sehr 
Im Durchschnitt von 31 Tagen betrug sie 5,5 Proz., 
im Maximum, Schwitzbad verabreicht wurde, 30 Proz. der 
gesamten Ausscheidung. Wieviel bei der Kuh ausmacht und ob 
dadurch das Defizit einigermaen gedeckt wiirde, lift sich nicht fest- 
stellen. Wir kénnen aber aus unseren Versuchen immerhin folgendes 
ersehen : 

Die Jodverbindungen des Grases und des Riibenkrauts sind nur 
teilweise resorbierbar. Ein sehr groBer Teil geht mit dem Kot unverdaut 
Dies Ergebnis stimmt iiberein mit einem Versuch am Menschen 
bei GenuB von Gemiise*). Mit der Milch wird nur wenig Jcd ausge- 
schieden, und zwar eine ihnliche Menge, wie mit dem Harn. Durch 
Verfiitterung von jodgediingten Riibenh'sttern lieB sich eine deutliche 
Erhéhung des Jodgehalts in der Milch feststellen. Sie ist aber nicht 
bedeutend und macht relativ weniger aus, als die Erhéhung im Harn 
und im Kot. 

Gehen wir nun iiber zu dem Fiitterungsversuch mit Runkelriiben. 


wechselnde ist. 
als ein 


sie 


ab. 


b) Fiitterungsversuch mitf Runkelhiiben. Sic hef Tabelle X. 
Die Milchriickgiinge waren bei beiden Tieren normal, d. h. 
EinfluB der Joddiingung auf den Milchertrag scheint nicht vorhanden 


ein 


Uter Jodstoffwechsel. I., diese Zeitschr. 


den 


1) Th. von Fellenberg, 
142, 246, 
)l.c 


1924. 
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gewesen zu sein. Auch aus den Erhebungen iiber die Milchqualitat 
geht nichts Positives hervor. 
Die Tabelle XI gibt die gefundenen Jodmengen wieder. 
Tabelle XJ. 


Fiitterungsversuch mit Runkelriiben. Ausgeschiedene Jodmengen als y J 
in Kilogrammen. 





Lisi Netti. 
Datum Ohne Joddungung Mit Joddungung 

Harn Kot Milch Harn Kot Milch 

Normale Fiitterung 14.15. XL. 44 60 58 38 60 52 
Versuchsfiitterung . 19, 20. XI. 15 42 50 22 50 5O 
or 26./27. XI. 25 50 76 22 42 76 

. , 3.4. X11. 28 38 58 15 34 60 
Normale Fiitterung 8.9. XII. 40 25 75 25 22 100 


Die tagliche Jodaufnahme gibt die Tabelle XII. 
Tabelle X11. 


Tagliche Jodaufnahme der Versuchstiere. 





Gesamter Jodgehalt 
Jodgehalt als 





Lisi Netti 

y J pro kg ; ‘ 

10kg Runkelriiben, ungediingt . ll 110 —_— 
10 , * jodgediingt . 25 250 
PR Pe ea eee 66 66 66 
500g ErdnuBkuchen. ...... 95 48 48 
So a ake © um ww 400 4000 4000 
Summe 4224 4364 


Die Menge des aufgenommenen Jods ist hier bedeutend héher 
als bei dem Riibenblatterversuch ; dementsprechend gehen auch grébere 
Jodmengen in die Milch. Die Mehraufnahme riihrt aber nicht von den 
Riiben, sondern vom Heu her. Der Jodgehalt der Runkelriiben, auch 
der jodgediingten, verschwindet neben dem Jodgehalt des Heues 
nahezu ganz. Wir sehen deshalb von der Aufstellung einer Bilanz ab 
und begniigen uns mit der Feststellung, daB ein deutlicher Unterschied 
im Jodgehalt der Ausscheidungen der beiden Kiihe nicht aufgetreten ist. 

Im Zusammenhang mit diesen Versuchen sei noch kurz ein 
Fiitterungsversuch mit jodhaltigem Kochsalz erwahnt, den QO. Stiner') 
am Viehbestand der Arbeitsheilstatte Tenero bei Locarno im Laufe des 
Jahres 1924 vorgenommen hat. Die Tiere erhielten taglich mit 100 g 
jodiertem Kochsalz (1: 200000) die Menge von 500y Kaliumjodid 
oder 380 y Jod. 


') O. Stiner, Jodiertes Kochsalz und Milchsekretion, Protokoll der 
Sitzung der schweizerischen Kropfkommission vom 18. Februar 1925. 
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Wahrend der Versuchszeit wurden siebenmal Milclhproben der 
jodgefiitterten und der Kontrollkiihe auf Jed untersucht, und zwar 
Mischproben von je etwa zehn Kiihen. Die Unterschiede im Jodgehalt 
waren jedesmal sehr gering oder tiberhaupt Null. Sie lagen stets innerhalb 
der Fehlergrenze. Durchschnittlich fand ich bei den jodgefiitterten 
Tieren 59, bei den Kontrolltieren 57 y Jod im Liter Milch. 

Auch dies Resultat riihrt daher, daB die Mehraufnahme an Jod 
durch die spezielle Jodfiitterung im Vergleich zu dem durch das ge- 
wohnliche Futter aufgenommenen Jod viel zu gering ist. Sie mag 
kaum mehr als 10 Proz. ausmachen. Ein Teil davon wird wahrscheinlich 
gespeichert; der ausgeschiedene Rest verteilt sich auf Kot, Harn und 
Milch und der in die Milch gelangende Teil ist so gering, daB er nicht 
mehr mit Sicherheit analytisch erfaBt werden kann. 

Eine wirklich bedeutende Jodanreicherung in der Milch konnte ich 
bei einer Ziege beobachten. Herrn Prof. Noyer verdanke ich eine Anzahl 
Ziegenmilchproben, die von einem thyreoektomierten Tiere in den 
ersten Tagen nach der Thyreoektomie stammen. Bei der Operation 
wurde ein kraftiger Jodanstrich angebracht. Vor der Operation bzw. vor 
dem Jodanstrich betrug der Jodgehalt der Milch 60 y im Liter. Die 
Operation wurde am 9. Januar 1924 10 Uhr vormittags vorgenommen. 
Die Milchen ergaben folgende Jodgehalte: 


Tabelle XIII. 


Jodgehalt von Ziegenmilch nach Anwendung von Jodtinktur. 








Datum y J im Liter Datum y J im Liter 
10.1. morgems .... 7540 13.1. morgens ... 1160 
ea eee 5150 a: Ce 8k tk 730 
11.1. morgemns .... 4280 14.1]. morgens ... 1510 
ae eee 6580 14.1. abends .... 1150 
12.1. morgens .... 3960 15.1. morgems ... 730 
Sa 1960 


Die Menge des angewendeten Jods lief sich nicht feststellen. 
Der Jodgehalt der Milch ist anfangs auf mehr als das 100fache ge- 
stiegen. Nach 5 Tagen betragt er noch ungefahr ' ,. der anfanglichen 
Menge. Es wurde festgestellt, daB das Jod nicht an Fett gebunden war. 

Es ist nicht wahrscheinlich, daB dies Ergebnis mit der Entfernung 
der Schilddriise im Zusammenhang steht. Vor allem diirfte die grobe 
Jodmenge, vielleicht auch die spezielle Form und die Anwendungsart 


des Jods maBgebend gewesen sein. 

Das iiberraschendste Resultat unserer Versuche besteht darin, 
daB sich im Kot der Kiihe so reichliche Jodmengen fanden. Bei Ver- 
suchen am Menschen (l. c.) hatte ich zwar gefunden, dali nach Genub 
reichlicher Mengen Brunnenkresse ein groBer Teil des darin vorhandenen 
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Jods in den Kot ging. Ich war aber damals geneigt, das eher auf eine 
unter den gegebenen Verhiltnissen momentane schlechte Verdauung 
des in zu grober Menge genossenen, mir etwas ungewohnten Gemiises 
zuriickzufiihren. Nun zeigen unsere vorliegende Versuche, daB in den 
griinen Pflanzenteilen, welche ja zu den jodreichsten Nahrungsmitteln 
gehoren, neben resorbierbaren Jodverbindungen auch solche  vor- 
handen sind, welche nicht einmal durch das Rind verdaut werden. 
Wenn aber das Rind, welches sogar Cellulose verdaut, diese Verbindungen 
nicht bewaltigen kann, diirfen wir sie wohl iiberhaupt als unverdaulich 
bezeichnen. 

Es zeigt uns dies, daB wir uns im Hinblick auf die Kropfprophylaxe 
nicht damit begniigen diirfen, den Gesamtjodgehalt der Nahrung 
kennenzulernen. Was uns interessieren mu, ist der resorbierbare 
Anteil des Jods, und selbst beim resorbierten Jod diirfte eine weitere 
Differenzierung notwendig werden. 


Zusammenfassung. 

1. Unser Diingungsversuch mit Kaliumjodid ergab eine nur geringe 
Anreicherung an anorganischem Jod in der Erde. Nahezu alles wurde 
nach vorausgehender Oxydation zu elementarem Jod an die organischen 
Stoffe der Erde (Diingstoffe usw.) gebunden. 

2. Da nur anorganisches Jod assimiliert werden kann, betrug die 
Mehraufnahme der Pflanzen an Jod in den jodgediingten Parzellen 
nur einen winzigen Bruchteil des angewendeten Jodides. 

3. Die Runkelriibenblatter nahmen bedeutend mehr Jod auf, als 
die Wurzeln, was fiir ein teilweises Entweichen elementaren Jods in die 
Luft und eine direkie Aufnahme durch die Blitter spricht. 

4. Ein Mehrertrag der Ernte durch die Joddiingung lie} sich im 
Gegensatz zu Stoklasa, der die Versuche allerdings mit Zuckerriiben 
angestellt hatte, nicht feststellen. Das verschiedene Resultat diirfte in 
der Verschiedenheit der Biden begriindet sein. 

5. Die Fiitterung mit den jodreicheren Runkelriibenblattern 
ergab eine zwar nicht sehr grobe, aber doch deutliche Jodzunahme in 
der Milch. Bei den Wurzeln lieB sich eine solche nicht erkennen. 

6. Die Hauptmengen des ausgeschiedenen Jods wurden im Harn 
und besonders im Kot gefunden. Ein starkes Defizit in der Bilanz 
deutet auf eine bedeutende Jodausscheidung durch die Haut hin. 

7. Der Jodreichtum des Kuhkotes zeigt, dai im Gras un- 
resorbierbare Jodverbindungen in verhaltnismabig groBber Menge ent- 


halten sind. 























Uber die relative Viskositit der LiweiGkérper des menschlichen 
Blutserums und die Methodik ihrer Bestimmung. 


Von 
W. Starlinger und K. Hartl. 
(Aus der II. medizinischen Universitatsklinik in Wien.) 


(Eingegangen am 12. Mai 1925.) 


Um Einblick in die biologisch und klinisch immer mehr gewerteten 
Anderungen der physikalisch-chemischen Struktur der Bluteiweib- 
kérper zu gewinnen, stehen heute vor allem drei Méglichkeiten zu 
Gebote: Die unmittelbare maBanalytische Bestimmung des Fibrinogens 
und der mit Hilfe klassischer Neutralsalzfallung abgeschiedenen Serum- 
eiweibkérpergruppen'), die Bestimmung der Kolloidstabilitat des 
Fibrinogens und der Serumeiweibkérpergruppen mit Hilfe verschieden- 
ster Methodik*) und schlieBlich die Bestimmung der Abweichung, 
welche die innere Reibung des Serums von der Normallage bei Anderung 
des physikalisch-chemischen Zustandes erfahrt. 

Die folgende Darstellung will sich lediglich mit der Durchfiihrung 
und Ausgestaltung der letzten Mdéglichkeit beschaftigen und wird 
versuchen, die Grundlagen diesbeziiglicher Methodik kritisch zu priifen, 
eine Aufgabe, die sich in Anbetracht vielfacher sprachlicher und sach- 
licher Gegensatzlichkeit der zur vorliegenden Frage Stellung nehmenden 
Arbeiten als notwendig erwies. 

Vorausgeschickt sei die grundsitzliche Feststellung, daB diese 
methodische Méglichkeit im Gegensatz zur direkten MaBanalyse und 
Kolloidlabilitatsmessung, welche alle Eiweibkérper des Blut plasmas in 
den Bereich der Untersuchung ziehen, von vornherein nur das Verhalten 
des Serums und seiner Komponenten zu erfassen imstande ist, weil 
die Bestimmung der inneren Reibung nativen (d. i. des durch keinen 
gerinnungsverhindernden Zusatz verainderten) Blutplasmas technisch 
nicht durchgefiihrt werden kann, die Viskositatsbestimmung kiinstlich 

1) Siehe die zusammenfassence Kritik der MaBanalyse: des Fibrinogens : 
W. Starlinger, I. Mitteilung dese Zeitschr. 140, 1923; Derselbe, 11. Mitteilung 
ebendaselbst 148, 1924: W. Starlinger und K. Hartl, I11. Mitteilung, eben- 
daselbst 157, 1925; der SerumeiweiBbkérpergruppen: Dieselben I, bis IIL. Mit- 
teilung, ebendaselbst 1925, im Erscheinen. 

2) Siehe W. Sfarlinger, Klin. Wochenschr, 29, 1923. 
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beeinfluBten (Salz-)Plasmas aber keine verwertbaren Angaben iiber 
die native Struktur zu vermitteln vermag. 

In der Literatur liegen zur vorliegenden Fragestellung folgende 
Angaben vor, welche zuerst in der Folge ihres Erscheinens kurz angefiihrt, 
spater ihrer inneren Zusammengehorigkeit nach kritisch betrachtet 
werden sollen: 

Rusznyak') bringt die zu untersuchenden Seren mittels Ultrafiltration 
(nach Bechhold) auf gleichen titrimetrisch nach Deyke und Ibrahim?) er- 
mittelten EiweiBgehalt von 10g-Proz. und vergleicht die solcherweise 
erhaltenen Viskositatswerte (= reduzierte Viskositat) unmittelbar mit- 
einander. 

Die jeweils gefundene Viskositat des zu untersuchenden Blutserums 
(7) wird in Beziehung gesetzt: 

von Bircher*) zur gefundenen Gesamtrefraktion des Vollserums, aus- 
~ . 4 " , ‘ hae 10 
gedriickt in Pulffrichschen Skalenteilen (R) nach der Forme’: eat 
(= refrakto-viskosimetrischer Index); 

von Hellwig und Neuschloss*) zur Viskositit eines Normalserums von 
(maBanalytisch ermitteltem) gleichem Eiweifgehalt (7,,), abzulesen aus 

. . . . 7 vs 
(maBanalytisch) selbst geeichten Tabellen, nach der Forme!: (= Vis- 
7m 
kositaétsfaktor, spiter auch: spezifische Viskositat); 

von P. Spiro’) zur Viskositiét eines Normalserums von (refrakto- 

metrisch ermitteltem) gleichem EiweiSgehalt (7), abzulesen aus Naegelis®) 


. : ‘ Y te 
(refraktometrisch geeichten) Tabellen, nach der Forme!: —~ (= spezifische 
Ur 


Viskositat) ; 
von Petschacher?) zum EiweiBgehalt in Grammprozenten, refrakto- 
metrisch ermittelt nach Robertson*) (g-Proz. E,) nach der Formel: 
Tr 
; _ (= spezifische Viskositig des Gesamtproteins); spiiter®) unter 
g-Prov. E, \ ms -_. : i i 
Abmg der mittleren Viskositiét enteiweiBten Normalserums (1,02) nach 


r 1.02 
der Formel: ~ ..———— (= spezifische Viskositatserh?hung der Serum- 
g-Proz. E, ( PS 6 
eiweibkérper) ; 
von Hafner) zum (anscheinend refraktometrisch ermittelten) EiweiB- 
tf 


gehalt in Grammprozenten nach der Forme!: ——- (= Viskositits- 
g-Proz. E, 

1) Rusznyak, diese Zeitschr. 138, 1922. 

*) Deyke und Ibrahim, Zeitschr. f. klin. Med. 58, 1906. 

*) Bircher, Ref. Ber. f. d. ges. Physiol. 15, 509, 1922. 

*) Hellwig-Neuschloss, Klin. Wochenschr. 40, 1922. 

5) P. Spiro, ebendaselbst 37—38, 1923; Arch. f. exper. Pathol. u. 
Phys. 100, 1923. 

*) Naegeli, Blutkrankheiten 3. Berlin, Springer, 1919. 

7) Petschacher, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 1923. 

8) Robertson, Journ. of biol. Chem. 1915. 

*) Petschacher, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 41, 1924. 

%©) Hafner, Arch. f. exper. Pathol. 101, 1924. 
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eiweiBquotient; neuerdings: Viskositaéts-Konzentrationsquotient); spiiter!) 
unter Abzug der Viskositaét des enteiweiliten Serums (7,) zur Viskositat 
von Normalserum (refraktometrisch ermittelten) gleichen Eiwei®gehalts, 
abzulesen aus Naegelis Tabel’en, unter Abzug des Petschacherschen Wertes 
fiir die mittlere Viskositaét enteiweiBten Normalserums nach der Forme: 
7, — Ve 
rr — 1,02 . 

Der inneren Zusammengehérigkeit nach lassen sich also folgende 
Gruppen unterscheiden: 

I. Das Verfahren von Rusznyak; 

II]. Das Verfahren von Bircher; 

Ill. Die Verfahren von Petschacher (erstes und zweites Verfahren) 
und Hajner (erstes Verfahren); 

IV. Die Verfahren von Hellwig-Neuschloss, P. Spiro und Hajner 


(zweites Verfahren). 

Die erste Gruppe vergleicht die Viskositat auf der Basis tatsdchlich 
bestehenden, die dritte Gruppe auf der Basis rechnerisch supponierten gleichen 
EiweiBgehalts, die zweite Gruppe auf der Basis des reziproken Refraktions- 
wertes, die vierte Gruppe auf der Basis der Viskositat eiweibgieichkonzen- 
trierten Normalserums.. 

Bevor nun an die spezielle Kritik der einzelnen, in jene Gruppen 
zusammengefaBten Verfahren gegangen werden soll, seien die Grund- 
lagen der Allgemeinkritik in grundsatzlicher und technisch-methodischer 
Hinsicht kurz zusammengefabBt : 

1. Das der Viskositaétsmessung zugefiihrte Untersuchungsmaterial 
darf in seinem nativen Zustande keine Stérung erlitten haben. 

2. Die Vergleichsbasis mu adaquat sein, worunter zu verstehen 
ist, dab die in Verhaltnis gesetzten Werte auf gleiche Serumbestandteile 
Bezug nehmen. 

3. Die Vergleichsbasis muB Konstant sein, worunter die Unabhangig- 
keit des Verhiltniswertes von der Konzentration des jeweils zur Be- 
urteilung gelangenden Serumanteils zu verstehen ist. 

4. Die Formulierung des der Beurteilung zugrunde liegenden 
Ausdrucks hat so zu erfolgen, dab die Veranderungen des eiweibartigen 
Serum bestandteiles optimal dargestellt werden. 

5. Die quantitative Eiweibbestimmung mub auf zuverlassiger 
mabanalytischer Grundlage beruhen: 


Zustandsviskositiit *)}. 


Die EiweiBbestimmung auf refraktometrischem Wege ist unzulissig. da 
die ihr zugrunde liegende Annahme einer einheitlich-konstanten spezifischen 
Refraktion nicht zu Recht besteht (wobei betont sei, dai die Abweichung 
der refraktometrisch ermittelten von den maBanalytisch ermittelten Werten 
verstindlicherweise keine gleichmaBige GréBe darstellt, mithin auch die 
iibliche Auffassung als ,,relativ’: richtige Werte nicht aufrecht erhalten 
werden kann). 


1) Hafner, Klin. Wochenschr. 5, 1925. 
*) Auf den zweiten Ausdruck: (7 Ne) — (Ne 1.02) braucht hie 
nicht eingegangen zu werden. 
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Aus gleichem Grunde miissen die Tabellen von Naegeli grundsitzlich 
abgelehnt werden. Thre groBen Abweichungen gehen aus folgender Gegen 
iiberstellung der Tabellen von Hellwig- Neuschloss hervo1, welche auf exaktet 
maBanalytischer Bestiromung der EiweiBkonzentration beruhen. 





EiweifSkonzentration in g-Proz. 5,0 5.5 6.0 65 7,0 | 7,5 8,0 85 90 95 


Zugehoriger Viskositatswert 


- oo ™ Preree 143 146 1,51 1,56 1,61 1,67 1,72 1,78 1,84 1,90 
mach: \ Hetlwig-Neuschloss. 1.45 | 1,505 1,56 | 1.60 1,66 1.74) 1,825 1.92 2.02 2.12 

Das zu geringe AusmabB der Werte Naegelis ist die notwendige Fo'ge 
zu groBer refraktometrisch errechneter Eiwei®konzentrationen. 

Die spezielle Kritik der einzelnen Verfahren darf demnach fest- 
stellen: 

I. Das Verfahren von Rusznyak vernachlassigt den ersten Grund- 
satz, da die ultrafiltrative Eindickung mit groBer Wahrscheinlichkeit 
zu gerade viskosimetrisch am ehesten erfaBbaren Zustandsanderungen 
der EiweifSkérper fiihrt. 

Hinsichtlich der methodisch-technischen Durchfiihrung sei auf 
die Notwendigkeit komplizierter Technik (Ultrafiltration) und grober 
Mengen Ausgangsmaterials (20 bis 30 ccm Serum) verwiesen. Uber 
die Zuverlassigkeit des titrimetrischen Verfahrens zur quantitativen 
EiweiBbbestimmung nach Deyke und Ibrahim stehen uns derzeit keine 
geniigenden Erfahrungen zur Verfiigung. 

Die Vergleichsbasis ist adaquat, da Viskositat und Konzentration 
nur des EiweiBanteiles zueinander in Beziehung gesetzt werden: denn 
die auf den NichteiweiBanteil entfallende Viskositat darf in Anbetracht 
ihres verschwindenden Ausmales (= etwa 0,02) gegeniiber der Viskosi- 
tatsgréRe 10 g-Proz. konzentrierten Eiweibes (= etwa 1.3 bis 5.0) ver- 
nachlissigt werden. Als nicht nétig erweist sich im Rahmen der Ver- 
suchsanordnung von Rusznyak der Abzug der Wasserviskositat, da der 
unmittelbar beobachtete Viskosititswert keiner weiteren rechnerischen 
Operation unterworfen wird. 

II. Das Verfahren von Bircher versté8t gegen den dritten und 
vierten Grundsatz, denn: 

die Vergleichsbasis ist nicht konstant, einerseits, weil sich die 
Vollrefraktion aus den quantitativ veranderlichen Teilrefraktionen 
der nichteiweibartigen und eiweibartigen Korper zusammensetzt, 
andererseits, weil die Teilrefraktion des eiweibartigen Bestandteils 
qualitativer Anderung in Abhangigkeit von der jeweiligen spezifischen 
tefraktion unterliegt ; 

die Formulierung des Ausdrucks erfolgt so, daB Verainderungen 
des Zustandes der Eiweibkérper nicht unmittelbar angezeigt werden 
kénnen, da Vollviskositat und Vollrefraktion des Serums zueinander 
in Beziehung gesetzt werden, Anderungen der Konzentration der Nicht- 
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eiweibkérper aber die Viskositat kaum, die Refraktion stark, Ande- 
rungen der Konzentration der Eiweibkérper hingegen beide GréBen- 
werte stark beeinflussen. 

III. Das erste Verfahren von Petschacher und das erste Verfahren 
von Hafner verstoben gegen den zweiten, dritten, vierten und fiinften 
Grundsatz, denn: 

die Vergleichsbasis ist nicht adaquat, vor allem, weil der Wasser- 
viskositatswert nicht in Abzug gebracht wird, der Vollviskositat des 
Serums also nur die Konzentration einer Teilkomponente (des Eiweil- 
bestandteils) gegeniibergestellt wird: die GréBe des dadurch bewirkten 
Fehlers wird durch folgendes Beispiel anschaulich gemacht : 

Serum A hatte eine Gesamtviskositat vou 1,80, Serum B von 1,60, 
die Fiwei®konzentration betriige in beiden Seren 6,0 g-Proz.; die Viskositits- 
Konzentrationsquotienten verhielten sich demnach ohne Abzug des Wasser- 
wertes wie 0.30; 0,27 (100: 90), bei Abzug des Wasserwertes wie 
0,13: 0,10 | 100: 77); die Bedeutung der im gleichen Sinne wirkenden 
Vernachliissigung der Viskositat der Nichteiweibkérper kommt diesem 
groLen Fehler gegeniiber erst in zweiter Linie in Betracht; 

die Vergleichsbasis ist weiter nicht konstant, da bei Eiweib- 
lésungen Veriainderungen der Konzentration nicht von einfach pro- 
portionalen Veranderungen der Viskositat begleitet werden, ihr Ab- 
haingigkeitsverhaltnis im Rahmen des Koordinatensystems also nicht 
durch eine Gerade ausgedriickt werden kann: Die Viskositat steigt 
stirker an als die Konzentration, das Verhiltnis ist also, wenn die 
Konzentration als Abszisse, die Viskositat als Ordinate gilt, durch eine 
zur Ordinate konkaven Kurve darstellbar:; 

die Formulierung des Ausdrucks verschleiert das Ausmal der 
auf Veranderungen der EiweiBkérper beziiglichen Viskositatsabweichung 
infolge der Einbeziehung der Wasserviskositét aus gleichem Grunde 
wie oben ausgefiihrt: 

die Bestimmung der Eiweibkonzentration schlieBlich erfolgt 
refraktometrisch und vermittelt demnach unrichtige Werte. 

Das zweite Verfahren von Petschacher verst6Bt nur gegen den dritten 
und fiinften Grundsatz, und zwar in gleicher Weise wie das erste. 

Die Vergleichsbasis ist hingegen durch Abzug der mittleren Vis- 
kositat enteiweibten Normalserums adaquat gestaltet, die Formulierung 
des Ausdrucks aus gleichem Grunde einwandsfrei. 

IV. Die Verfahren von Hellwig-Neuschloss und P. Spiro verstolen 
gegen den vierten Grundsatz, da der Wasserviskosititswert nicht in 
Abzug gebracht wird und daher das wirkliche Ausmal der relativen, 
auf das Eiweif entfallenden Viskositatsabweichung keine Darstellung 


findet, 
das Verfahren von Spiro auBerdem noch gegen den fiinften Grund- 
satz, da die EiweiBbestimmung refraktometrisch erfolgt. 
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Die Vergleichsbasis hingegen ist in allen Verfahren adaquat und 
konstant. 

Das zweite Verfahren von Hafner verst6Bt nur gegen den fiinften 
Grundsatz, doch scheint der Hinweis berechtigt, dab die Einfiihrung des 
Faktors y,, also der Bestimmung der Viskositat des enteiweiBten 
Serums einerseits keine praktische Berechtigung in Anbetracht der 
minimalen Ausschlage der NichteiweiBviskositat (welche in seltensten, 
extremsten Fallen kaum 0,02 erreichen) besitzt, andererseits aber eine 
bedeutende technische Erschwerung bedingt. 

Zusammenfassend darf also festgestellt werden, da allen vor- 
liegenden Verfahren Miangel anhaften, die jedoch teilweise ausgeschaltet 
werden kénnen, wenn einerseits die Vergleichsbasis durch Beriicksichti- 
gung des auf Nichteiweif’ und Wasser entfallenden Viskositatsanteils 
adiquat gestaltet, andererseits auf die Verwendung der Refraktometrie 
zur quantitativen EiweiBbestimmung, sowie der Naege/ischen Tabellen 
grundsitzlich Verzicht geleistet wird; nicht ausschaltbar erweisen sich 
jene Mangel, die in der Inkonstanz der Versuchsbasis begriindet liegen. 

In Ausfiihrung dieser Méglichkeit, ausschaltbare Fehler zu_ be- 
seitigen, kénnen also folgende Ausdriicke als typisch formuliert werden: 

Zum Verstindnis der verwendeten Symbole sei bemerkt, dal 


n = Gesamtviskositit des untersuchten Serums, 


Nm = Gesamtviskositat des Normalserums gleicher (mab- 
analytisch ermittelter) EiweiBkonzentration, 

1.0 = Viskositaét des Wassers, 

0,02 = mittlere Viskositat der NichteiweiBbkérper, 

BJ = Gesamtrefraktion des untersuchten Serums, aus- 
gedriickt in Einheiten des Brechungsindex, 

BJ rr = Refraktion der Nichteiwei®kérper (Restrefraktion) 

1.33320 = Refraktion des Wassers, 

g-Proz.E = (maBanalytisch ermitte!te) EiweiBbkonzentration in 


( rramm~prozenten bedeutet : 
I. unter Annahme der EiweiGBrefraktion als Vergleichsbasis: 
n 1,02 
BJ — BJ pp 1,333 20° 
gleicher tatsichlich bestehender Eiweil- 


[I. unter Annahme 
Der absolute Viskosititswert des 


konzentration als Vergleichsbasis: 
Serums bei bestimmter einheitlicher EiweiSkonzentration ; 
If. unter Annahme gleicher rechnerisch supponierter Eiweib- 


konzentration als Vergleichsbasis: 


» 1,02. 
g-Proz.E’ 
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IV. unter Annahme der Viskositaét eiweiSgleichkonzentrierten 
Normalserums als Vergleichsbasis : 

y — 1,02 
_n — 1,02 

Es entspricht also (unter Beseitigung der ausschaltbaren Fehler- 
quellen): 

Ausdruck | dem Prinzip des Ausdrucks. von Bircher; die Fehler- 
méglichkeit der Inkonstanz der Vergleichsbasis bleibt jedoch bestehen; 

Ausdruck IT dem Ausdruck von Rusznyak; wird die Forderung, 
dal die Einstellung des Serums auf einheitlich-gleiche (z. B.: 10 proz.) 
Konzentration die kolloide Struktur der Eiweibkérper nicht verandern 
darf, erfiillt, so muB der so gewonnene Wert als theoretisch einwandfrei 
bezeichnet werden ; (die technische Schwierigkeit der Versuchsanordnung 
bedeutet keinen grundsdtzlichen Einwand, wird jedoch praktisch aus- 
schlaggebend sein); 

Ausdruck III dem Prinzip des zweiten Ausdrucks von Petschacher; 
die Inkonstanz der Vergleichsbasis bleibt jedoch bestehen ; 

Ausdruck IV dem Prinzip des Ausdrucks von Hellwig-Neuschloss 
bzw. P. Spiro und Hafner; der so gewonnene Wert muB als theoretisch 
und praktisch-methodisch durchaus einwandsfrei gelten. 

An Ste!'e der Viskositiit des jeweils untersuchten enteiweiBten Serums 
(1,02 — max. 1,04) wurde der mittlere Viskositaétswert enteiweiBten Normal- 
serums gesetzt; die Begriindung wurde bereits bei Kritik des Hajnerschen 
Ausdrucks durchgefiihrt. Eventuell kénnte bei ausgesprochener Uriimie 
und Hyperglykiimie der Wert 1,03 eingefiihrt werden. 

Zusammenfassend darf also festgestellt werden, daB nur der vierte 
Ausdruck, der als Modifikation des Ausdrucks von Hellwig-Neuschloss 
aufgefaBbt werden darf, allen theoretischen Anforderungen zu _ ent- 
sprechen vermag und mithin den Richtungswert fiir die Beurteilung 
der Verwendbarkeit aller anderen Ausdriicke darstellen muB. 

Hinsichtlich der Benennung der vorliegenden Ausdrucksbegriffe 
scheint in Anbetracht der vielen bereits geprigten Bezeichnungen die 
Forderung nach Einheitlichkeit auf sachlich richtiger Grundlage be- 
griindet. 

Sachlich unrichtig scheint uns die Verwendung des Begriffs spezifische 
Viskositat zur Bezeichnung des Ausdrucks IV (im Sinne von Spiro, Hellwig- 
Neuschloss), da im Begriffe: ,,spezifisch** entsprechend der herrschenden 
physikalischen und chemischen Ausdrucksweise essentiel] die Beziehung 
auf 1g-Proz. Konzentration enthalten liegt; diese Bezeichnung wiirde 
daher sachlich eher auf Ausdruck III passen. Die Bezeichnung: ,,Vis- 
kositatsfaktor’* wurde von den Autoren bereits selbst aufgegeben; die 
Bezeichnung: ,,Zustandsviskositit*’ scheint insofern nicht gut gewihlt, 
als sie die Ursache der Viskosititsinderung priijudizierlich (auf hypotheti- 
scher Grundlage) festlegt. 
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; 3 BJ BJ—BJ pp 
Ser. 7E in g»Proz. ~ 1.33320 —1.33320 AHF : AGF 
Nr n grav. 
grav. Rob Reich "p 

l 1.84 5.2 63 8.0 1644 1346 60.40 

2 1,97 70 -- 84 1720 --- —- 

3 1.85 4,2 6.3 7.9 1627 1357 43:57 

4 1,53 4.1 —- 6.2 1380 — 32: 68 

5 1,78 6.0 7.3 8,1 1673 1427 47:53 

6 1.58 4.6 — 62 1341 — — 

7 1.88 70 7,0 8.1 1671 1425 — 

S 1,74 6.1 -- 7,7 1594 -— — 

9 1.67 5.6 — 6.6 1419 ome — 
10 1,84 7.0 64 7,7 1609 1367 76:24 
1] 1,70 6,0 68 7A 1551 1325 45:55 
12 1,73 63 7,4 8.6 1753 1521 37 : 63 
13 1,91 7.3 7.5 8.8 1790 1558 41:59 
14 2,04 8,2 8.9 97 1944 1774 —- 
15 1.82 7,2 8.5 8.9 1799 1555 47:53 
16 1.68 6.2 7,8 8,1 1675 1413 37 : 63 
17 1,70 64 8,0 84 1723 1457 30: 70 
18 1,70 64 — 7.9 1662 — — 
19 1.68 63 74 8.0 1649 149] 43:57 
20 1.64 6.0 7,2 78 1610 1368 45:55 
21 1,72 6.6 6.6 a 1667 1361 = 
22 1,75 6.9 — 8.5 1742 —_ _- 
23 1,63 6,0 — 75 1560 —_— —_ 
24 171 6,7 7,0 8,2 1678 1438 35: 65 
25 1,74 7,2 — 84 1720 — 
26 1,57 5,7 7,1 1497 — — 
27 1,67 6.7 — 8.0 1657 — — 
28 1.74 7.3 78 8.5 1747 1529 34: 66 
29 1,60 6,2 5.7 6.3 1367 1129 — 
30 1,65 6.6 — 7.9 1627 _— — 
31 1.72 59 7,2 8.3 1708 1484 41:59 
32 1,74 7.5 78 8,4 1721 1481 38 : 62 
33 1,69 7.2 7,2 7.9 1613 1401 -- 
34 181 64 84 9.9 1985 1679 — 
35 177 8.2 8.3 8.8 1792 1556 43:57 
36 1,65 75 7,2 79 1634 1394 33 : 67 
37 1,67 7.3 74 &.0 1658 1426 36 : 64 
38 1,70 8.0 7.6 8,1 1666 1454 44:56 
39 1,56 78 _— 7,5 1561 -- 





Wir méchten daher fiir die vorliegenden typisch-formulierten 
Ausdriicke folgende Bezeichnungen vorschlagen, welche lediglich das 
jeweils als Grundlage dienende Vergleichsprinzip klar zur Darstellung 


bringen sollen: 

fiir Ausdruck I die urspriingliche Bezeichnung: Viskositits- 
Refraktionsquotient ; 

fiir Ausdruck I] die urspriingliche Bezeichnung : Reduzierte Viskositat ; 

fiir Ausdruck III in Ubereinstimmung mit dem Vorschlage Hafners 
die Bezeichnung: Viskositats-Konzentrationsq uotient ; 

fiir Ausdruck IV die Bezeichnung: Relative Viskositdt. 
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tot Behe ee 
ot SSRI ST 


bo bo be 
~12 @ 


I II i 
2 3 1 2 1 2 3 
1.25 1,07 0,158 0,130 60.9 51.1 318 
119 1,12 0.136 —_ — 56.4 307 
117 1,08 0,193 0.132 61.1 42.8 314 
1,12 1,00 0.124 = —_— 38.4 336 
115 1,01 0.127 0,104 53.3 46.6 333 
1,12 1,03 0,122 — — 43,3 318 
1,13 1,13 0,123 0.123 60.4 52,7 315 
1,12 1,03 0.118 — — 464 328 
1,10 1,06 0.116 —_ — 7,2 314 
1,11 1,09 0.117 0,128 60.0 52,2 313 
1,10 1,03 0,113 0.100 513 45,1 329 
1,09 0.97 0,113 0,096 46.7 41.6 355 
1,10 1,06 0,122 0.119 57,1 508 327 
1,09 1,06 0,124 0,115 57.5 53.8 326 
1,08 1,00 0.111 0.094 514 45.6 345 
1.07 0.97 0,106 0.085 46.7 40.6 353 
1,07 0,97 0,106 0.085 46,7 40.6 356 
1.07 0.99 0,106 —_— — 42.6 344 
1,06 0,98 0,105 0.089 44.3 41,2 349 
1,06 0,97 0,103 0.086 45.3 39.9 351 
1.06 1.06 0,106 0,106 510 44.8 334 
1,06 0.98 0,105 - — 43,1 349 
1,05 0.98 0,102 — — 404 345 
1.05 0.98 0,103 0,099 48.0 42.0 347 
1,04 0,99 0.103 — — 43.0 348 
1.03 0,97 0,097 — — 38.1 347 
1.03 0.97 0,097 om: — 40.3 352 
1,02 0.98 0,099 0,092 47.1 424 352 
1,02 1.04 0,094 0.101 514 43.9 325 
1.02 0.96 0,095 — — 40.0 352 
1,02 0,98 0,119 0.097 7,2 42.2 350 
1.00 0.99 0.096 0.092 48.6 43.0 348 
1,00 0.99 0,093 0.093 478 42.8 344 
0.95 0.97 0.124 0.4194 47.1 40.0 374 
0.95 0.98 0,092 0.090 48,2 43.0 353 
0.95 0.97 0,084 0.088 45.2 39.7 353 
0.94 0.97 0,089 0.088 45.6 40.4 353 
0,93 0.98 0.085 0,090 46.8 42.0 348 
0.87 0,93 0.069 —_ — 35.9 360 


Die experimentelle Priifung des Verhaltens der Serumeiweibkorper 
mit Hilfe der im vorstehenden grundsatzlich theoretisch gepriiften 
Methodik hatte folgendes Ergebnis: 

Versuchsanordnung: Verwendung nur klaren, frischen, hiamoglobin- 
freien Serums; Bestimmung der Viskositiit mittels des Ostwaldschen Vis- 


kosimeters ; 

jeweils Bestimmung der Gesamtrefraktion, der Restrefraktion (nach 
Robertson), der EiweiBkonzentration einerseits nach Robertson, andererseits 
auf gravimetrischer Grundlage (s. erste Mitteilung tiber die MaBanalyse 
der SerumeiweiBkérpergruppen), und der Gesamtviskositiitt ; 

zur Bestimmung der Viskositit eiweiBgleichkonzentrierten Normal- 
<erums Verwendung der Tabellen von Hellwiq-Neuschloss. 
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Auf Grund dieser Werte konnten folgende Resultate festgestellt 
und miteinander verglichen werden: 
I. 1. Die relative Viskositét der SerumeiweiBkérper ; 
2. die spezifische Viskositat nach Hellwig-Neuschloss ; 


3. die spezifische Viskositat nach P. Spiro. 
If. 1. Der Viskositits-Konzentrationsquotient der Serumeiweib- 
kérper ; 
2. die spezifische ViskositatserhGhung der SerumeiweiBkérper 
nach Petschacher; 

III. 1. DerViskositats-Refraktionsquotient der SerumeiweiBkérper ; 

2. der Viskositats-Refraktionsquotient des Vollserums nach 
Abzug des Wasserwertes ; 

3. der Refraktions-Viskosititsquotient des Vollserums nach 
Bircher. 

Von der verg!eichenden Bestimmung auch der reduzierten Viskositit 
nach Rusznyak muBte aus technischen Griinden (zu groBer Serumverbrauch) 
Abstand genommen werden. 

Die spezifische Viskositat des Serumproteins nach Petschacher und der 
identische Ausdruck von Hafner finden in der Tabelle keine Beriicksichtigung, 
da sie durch die spiter vorgeschlagenen Ausdriicke der gleichen Autoren als 
iiberholt angesehen werden miissen. 

Die Zustandsviskositit Hafners schlieBlich konnte nicht dargestellt 
werden, da die Viskositat des enteiweiBten Serums von uns auf Grund der 
im vorigen durchgefiihrten Uberlegungen nicht bestimmt wurde. 

Zu Vergleichszwecken wurden ferner die Rohrerschen') Werte fiir das 
,. Globulin /Aibumin**-Verhaltnis errechnet und, wenn miéglich, auch die 
Bestimmung des wirklichen Verhiltnisses der Am,SO,-Halb- und Ganz- 
sittigungsfraktion (AHF, AGF) auf gravimetrischer Grundlage durch- 
gefiihrt. 

Der Vergleigh des Wertes fiir die relative Viskositat als Richtungs- 
wert der Beurteilung mit den Werten der anderen Ausdriicke darf 
demnach feststellen: 

1. Fiir Ausdruck I, 2. (spezifische Viskositat nach Hellwig-Neu- 
schloss) qualitativ sehr gute Ubereinstimmung in dem Sinne, als héchste 
und niedrigste Werte einander im Rahmen kontinuierlichen Ubergangs 
(von wenigen Ausnahmen abgesehen) vollig entsprechen: quantitativ- 
relativ keine Ubereinstimmung, da das wirkliche Ausma8 der auf die 
EiweiBveranderung beziiglichen Viskositatsabweichung nur im Aus- 
druck I, 1. Darstellung findet. nicht aber in Ausdruck I, 2., wo die GréBe 
des Ausschlags infolge der Einbeziehung des Wasserwertes erhebliche 
Verminderung erfihrt: der jeweils gréBbte und kleinste beobachtete 
Wert betragen fiir Ausdruck I, 1.: 1,82 bis 0,70, fiir Ausdruck I, 2.: 


1) Rohrer, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 1921. 














. 
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1,25 bis 0.87, stehen also zueinander im Verhaltnis von 100: 38 bzw 
LOO : 70. 

2. Fiir Ausdruck I, 3. (spezifische Viskositat nach Spiro) qualitativ 
nur annihernde Ubereinstimmung bei vielfach sehr groBer Abweichung 
im Einzelfalle, ein Ergebnis, welches in der Verwendung der refrakto- 
metrischen Eiweibestimmung und Naegelischen Tabellen begriindet 
liegt; beobachtete Ausschlagsbreite zwischen 1,12 bis 0,93 ent- 
sprechend einem Verhaltnis von 100: 83. 

3. Fiir Ausdrack IIL, 1 (Viskositats-Konzentrationsquotient) quali- 
tativ ebenfalls nur annihernde Ubereinstimmung bei vorhandener 
relativ geringer Abweichung im Einzelfall auf Grund der Inkonstanz 
der Vergleichsbasis; beobachtete Ausschlagsbreite zwischen 0,158 bis 
0,069 entsprechend einem Verhaltnis von 100: 44. 

4. Fiir Ausdruck Il, 2. (spezifische Viskositatserhéhung nach 
Petschacher) ein grundsiitzlich gleiches Ergebnis bei starkerer Abweichung 
im Einzelfalle infolge der Differenz zwischen maBanalytisch und nach 
Robertson bestimmter EiweiBkonzentration ; ferner ein allgemein tieferes 
Wertniveau als bei Ausdruck II, 1. auf Grund des jeweils gréBeren 
Wertergebnisses der Robertsonschen Methode. Ausschlagsbreite zwischen 
0.132 bis 0,088 entsprechend einem Verhaltnisse von 100: 66, 

5. Fiir Ausdruck IIT, 1. (Viskositats-Refraktionsquotient) ebenfalls 
annihernde qualitative Ubereinstimmung bei vielfach starker Abweichung 
im Einzelfalle infolge der Inkonstanz der Vergleichsbasis ; beobachtete 
Ausschlagsbreite zwischen 61,1 bis 45,6 entsprechend einem Verhalt- 
nis von LOO: 75. 

6. Fir Ausdruck III, 2. (Viskositiéts-Refraktionsquotient ohne 
Beriicksichtigung der Restrefraktion) ein grundsatzlich gleiches Ergebnis 
bei starkerer Abweichung im Einzelfalle; beobachtete Ausschlagsbreite 
56,4 bis 35,9 entsprechend einem Verhaltnis von LOO: 70. 

7. Fir Ausdruek III, 3. (Viskositiats-Refraktionsquotient nach 
Bircher) ein grandsiatzlich gleiches Ergebnis bei noch starkerer Ab- 
weichung im Einzelfall; beobachtete Ausschlagsbreite 307 bis 374 ent- 
sprechend einem Verhaltnis von 82: 100. 

Auf Grund dieser experimentellen Ergebnisse, die dem theoretisch 
erwarteten vollkommen entsprechen, darf also die Verwendung der 
relativen Viskositat als auch fiir den praktischen Zweck als bestgeeignete 
bezeichnet werden, da sie die Veranderung der EiweiBkérper und nur 
dieser in gréBten Ausschlagen darzustellen vermag. 

Was schlieBlich die Fragestellung anlangt, welche Schliisse aus dem 
Verhalten der relativen Viskositat gezogen werden diirfen, so darf 
jedenfalls als sicher angenommen werden, daB verschiedene Ursachen 
ein An- und Absteigen der relativen ViskositatsgréBe voriibergehender 
und dauernder Art bewirken kénnen: Als solche kommen in Frage 
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mannigfaltige Anderungen der chemisch-konstitutiven und physikalisch- 
strukturellen Natur der Eiweibkérper, die wir jedoch nicht, wie iiblich, 
als gegensitzlich eingestellt. sondern als wechselseitig bedingt auffassen 
mochten. 

Als Ursache der relativen Viskositaétsinderungen Verschiebungen 
der Verhaltnisse der Neutralsalzfraktionen (der sogenannten Globuline 
und Albumine) anzunehmen, scheint von vornherein insofern nicht 
folgerichtig, als beide Phanomene: Fraktionsverschiebung und relative 
Viskositatsainderung, an sich als gleichgeordnet. nicht iiber- bzw. unter- 
geordnet zu beurteilen sind, also nebeneinander vorkommen kénnen, 
jedoch nicht miissen. 

Tatsachlich ergibt der experimentelle Vergleich keine gesetzmabige 
Beziehung zwischen dem Verhaltnis der Am,SO,-Ganz- und Halb- 
sittigungsfraktion (bzw. den Rohrerschen Werten fiir das Verhaltnis 
der Globuline zu den Albuminen) einerseits und den Werten der relativen 
Viskositit andererseits, wie schon Neuschloss und Trelles') feststellen 
konnten und auch aus unseren Untersuchungen eindeutig hervorgeht. 

Es scheint daher berechtigt, besonders darauf hinzuweisen, dab 
die Feststellung der relativen Viskositit niemals als einziges Unter- 
suchungsverfahren Anwendung finden darf, wenn der physikalisch- 
chemische Zustand von Serumeiweif eingehender Analyse zugefiihrt 
werden soll, wie ja auch sonst das Ergebnis einer Untersuchungsmethodik 
niemals AufschluB iiber Ursachen und Wesen einer komplexen Er- 
scheinung zu geben imstande ist. 


') Neuschloss und Trelles, Klin. Wochenschr. 1923, S. 45. 














Die Wirkung von Calcium 
auf das Siure-Basen-Gleichgewicht des Menschen. 


Von 
J. Hollo und St. Weiss. 


(Aus der I. medizinischen Klinik der ,,Pazmany-Péter’- Universitit 
Budapest.) 


(Eingegangen am 12, Mai 1925.) 


Trotz der anregenden Arbeiten von Gydrgy') sowie von Gollwitzer- 
Meier*) sind unseres Wissens bisher noch keine systematischen Versuche 
iiber die Wirkung von Ca in therapeutischen Dosen auf das Siaure- 
basengleichgewicht des Menschen, speziell auf die Zusammensetzung 
des Blutes, mitgeteilt worden. Nur die Arbeit von Gamble, Ross und 
Tisdail*) kann erwahnt werden, die bei einem gesunden und einem 
tetanischen Siugling nach peroral zugefiihrtem CaCl, eine deutliche 
Abnahme des Plasmabicarbonatgehalts gefunden haben. 

Unsere eigenen Versuche beziehen sich auf Veranderungen, die 
in der Wasserstoffzahl des Blutes, im Bicarbonatgehalt des Plasmas, 
sowie in der CO,-Spannung der Alveolarluft bei Erwachsenen nach 


Ca-Medikation auftreten. 





- I. Intravendse Versuche, 


Die Versuche wurden an Patienten bzw. Beobachteten der Klinik 
vorgenommen, bei denen keine Stérungen des Siiurebasengleichgewichts 
vorlagen. 

Die Versuche sind vormittags und niichtern ausgefiihrt worden; die 
Versuchspersonen lagen withrend des Versuchs zu Bett. Zur Bestimmung 
der Wasserstoffzah|*) des Bicarbonatgehalts®) sowie der alveolaren C O,- 


!) Die Kalkbehandhing der Tetanie ist eine Sauretherapie, Klin. 
Wochenschr, 1922, Nr. 28. 

*) Abhingigkeit der Erregbarkeit des Atemzentrums von dem Gleich- 
gewicht bestimmter Ionen im Blute, diese Zeitschr. 151, 54, 1924. 

3) Ref. in Ronas Ber. 24, 81. 

4) Diese Zeitschr. 144, 15. 

5) Ebendaselbst 150, 501, 1924. 
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Spannung') haben wir die Methoden von Hollé und Weiss benutzt. Es 
wurde Venenblut und ,,venése"’ ,,geschlossene™ alveolare CO,-Spannung 
untersucht. 

Die Versuche wurden nicht eher begonnen, bevor wir uns durch wieder- 
holte Bestimmungen iiber die Konstanz der alveolaren CO,-Spannung 
iiberzeugt haben; dann erst erfolgte die erste Blutentnahme und gleich- 
zeitig die 1 bis 2 Minuten dauernde Injektion. Die alveolare C O,-Spannung 
wurde nach der Injektion alle 3 bis 6 Minuten untersucht; die zweite Bhut- 
entnahme geschah miéglichst zur Zeit der maximalen Anderung der ( O,- 
Spannung. Wahrend des Versuchs wurde jede Bewegung und Aufregung 
vermieden. 


Tabelle 1. 


Intravenése Injektion von 10 ccm 10proz. CaC],-Lésung (1 g CaCl, siccum). 





Nr. Vor Nach 
| 3’ 48.5 
1 || Alveolare CO,, mm .......- 47 8 505 
li 44 51.0 
Plasmabicarbonat, Vol.-Proz..... 66.5 12 64.5 
Blut-py (18°C) .... 7,60 12 7,54 
(Mittelwert aus 3 Bestimmungen) 
5 47.0 
2 || Alveolare CO,, mm ........ 47.5 l 4 4 
22 50.0 
Plasmabicarbonat, Vol-Proz. . ... 66 20 63 
Blut-py (18°C) ... . 7,59 20 7,55 
(Mittelwert aus 3 Bestimmungen) 
| 4 47.0 
3 || Alveolare CO,, mm ........ 465 8 47.5 
| 12 47.0 
Plasmabicarbonat, Vol-Proz. . .. . 68 15 65 
Blut-py (18°C) ig . 7,60 15 7,58 
(Mittelwert aus 3 Best immungen) 
| 3 50,0 
4 || Alveolare CO,, mm .....-+.. 48.5 8 515 
| 44 50.0 
Plasmabicarbonat, Vol.-Proz.. . . 71.0 12 69 
7,60 12 7,60 


Bhut-py (18°C) .. 2. . . 7, 
(Mittelwert aus 3 Bestimmungen) 


Um die Wirkung der hypertonischen Salzlésung an und fiir sich 
miéglichst in unseren Versuchen auszuschalten, haben wir mit derselben 
Methodik und Kautelen Kontrollversuche mit hypertonischer NaCl- 
Lésung gemacht; bei Menschen sind unseres Wissens nach keine solche 
Versuche mitgeteilt, in Tierversuchen fand Odaira*®) eine Abnahme des 
Plasmabicarbonatgehalts. 


1) Zeitschr. f. klin. Med. 98. 
2) Ref. in Ronas Ber. 26, 438. 
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Tabelle 11. 


Intravenise Injektion von 20cem n NaC}]-Lésung (1,17 g Na). 





Nr Vor Nach 
3 50 
Bt Aieosiene COy, Wm 2 2 + 6 2 8 eo 49.5 + as 
15 49.5 
Plasmabicarbonat, Vol.-Proz.. .. . 72.0 12 66 
Blut-py (18°C) . ° 7,61 12 757 
(Mittelwert aus 3 ‘Be st immungen) 
| 2 475 
2 || Alveolare CO,, mm .....22- 48 6 48.5 
1 ou 49.0 
Plasmabicarbonat, Vol.-Proz.... . 69 10 63.5 
Blut-py (18°C) ... ; 7,59 10 7,56 
(Mittelwert aus 3 Be stimmungen) 
| 2 46.5 
3 || Alveolare CO,, mm . .... ce 47 7 475 
| 13 46.5 
Plasmabicarbonat, Vol.-Proz.. . . . 74 ll 72 
Blut-py (18°C) .. . 7,62 11 7,62 


(Mittelwert aus 3 Bestimmunge n) 


Intravenése Injektion von 1g CaCl, in hypertonischer Lésung 
vermindert also deutlich den Bicarbonatgehalt des Plasmas. Trotzdem 
zeigt die alveolare CO,-Spannung eine geringe Steigerung, so dab die 
H-Zahl des Blutes etwas ansteigt, wie das auch durch direkte Messungen 
nachgewiesen wurde. Der gréBte Anstieg betragt — 0,06 py = 15 Proz., 
ist also, wenn auch auberhalb der Fehlergrenzen der Methode, nicht 
sehr bedeutend. 

Auch die intravendse Injektion von hypertonischer NaCl-Lésung 
vermindert, und zwar nicht weniger deutlich, den Plasmabicarbonat- 
gehalt. Eine Anderung der alveolaren CO,-Spannung konnte jedoch 
nicht nachgewiesen werden, die von uns registrierten kleinen Schwan- 
kungen liegen innerhalb der Fehlergrenze unserer Methode. Eine geringe 
Zunahme der Wasserstoffzah] des Blutes ist nur unsicher nachweisbar. 

Die Verminderung des Plasmabicarbonatgehalts nach hyper- 
tonischer Salzinfusion ist wahrscheinlich auf eine Verdrangung der 
Bicarbonate im Dienste der osmotischen Blutregulation zu deuten 
[Essen, Kauders und Porges'\}. Die Erhéhung der alveolaren CO,- 
Spannung und somit der Wasserstoffzah] des Blutes muB jedoch mit 
einer zentral-nervésen Wirkung des Ca auf das Atemzentrum erklart 
werden. Ob auch dem Kochsalz eine zentrogene Wirkung zukommt 
kann aus unseren Versuchen nicht entschieden werden. 


1) Deutsch. med. Wochenschr. 1921, Nr. 47. 
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Unserc Befunde und Folgerungen stimmen voéllig mit jenen iiberein, 
die Gollwitzer-Meier') an Kaninchen und mit anderen Methoden er- 
hoben hat. 

ll. Perorale Versuche. 

Als Erganzung haben wir perorale Versuche ausgefiihrt, und zwar 
mit CaCl, (siceum) und mit Ca lacticum. Aus beiden Salzen wurden 
3 Tage lang taglich 10g gegeben, am Morgen des vierten Tages, 1 bis 
2 Stunden vor der zweiten Untersuchung. noch 3g. Es ist uns nicht 
gelungen — auch von Ca lacticum nicht groBere Dosen zu geben, 
an diesem unseren Bestreben sind mehrere Versuche gescheitert; das 
ist der Grund, dab die Ca lacticum-Versuche mit weniger Ca-Gehait 
ausgefiihrt wurden als die CaCl,-Versuche. Sonstige Methodik siehe 
unter Tabelle I. 

Tabelle 111. 


Perorale Einnahme von tiaglich 10g CaCl, siccum wihrend 3 Tagen. 





Nr. Vor Nach 

l Alveolare CO,, mm . 4 «6 47 48 
Plasmabicarbonat. Vol.- Pr ae 68.5 65 
Bhut- Pu (sec) « « a 756 7.55 

(Mittelwert aus 3 Bestimmunge n) 

2 Alveolare CO,, ig , ae ee 49 48 
Plasmabicarbonat, Vol.- Pros. yr ea 74 65 
Blut-py (18°C) . . - 7,58 7.57 

(Mittelwert aus 3 Bestimmunge n) 

3 Alveolare C Og, re ik gee 45.5 51.0 
Plasmabicarbonat, Vol.- Proz. nn ata 72 67,5 
Blut-py (18°C) . . uy 7.57 7.51 


(Mittelwert aus 3 Bestimmunge n) 


Tabe lle I V. 


Perora’e Einnahme von tiglich 10g Ca lacticum 3 Tage larg. 





Nr. Vor Nach 

l Alveolare C QO,, — . ‘se 49.0 505 
Plasmabicarbonat, Vol.- 'Proz. ee a 72 70 
Blut-pg (18°C) .. a, 7,54 7,54 

(Mittelwert aus 3 Bestimmunge n) 

2 Alveolare CO,, mm .......-. 44.5 43 
Plasmabicarbonat, Vol.-Proz.. . . . 70 60 
Blut-py (18°C). . : _ 7,59 757 

(Mittelwert aus 3 Be stimmunge n) 

3 Alveolare CQO,, ‘/~ — ae end 43.5 41 
Plasmabic a at, Vol.- Pr ae 67.0 58,5 
Blut-py (18°C) . . 7,58 7,57 


(Mittelwert aus 3 Bestimmunge n) 


4) le. 
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Die Plasmabicarbonatkonzentration nimmt nach beiden Ca-Salzen 
deutlich ab; eine direkte Wirkung auf die alveolare CO,-Spannung 
sowie auf die Wasserstoffzahl des Blutes ist nur in Versuch 3, nach 
CaCl,, entschieden nachweisbar, und zwar ist eine Zunahme sowohl der 
alveolaren CQ,-Spannung als der Wasserstoffzahl zu ersehen. Es mu 
dahingestellt bleiben, wieweit die gefundenen Verinderungen als 
spezifische Ca-Wirkungen oder aber als unspezifische Siurewirkung 
(infolge Fallung alkalischer Valenzen durch das Ca im Sinne von 
Gyorgy) aufzufassen sind. Gegen die alleinige Bedeutung dieser letzteren 
Méglichkeit scheint allerdings der Umstand zu sprechen, da® die Ab- 
nahme der Plasmabicarbonatkonzentration auch nach Ca lacticum, 
also einem Salz mit verbrennbarem Saureradikal, auftritt, und ebenso 
nach intravendser Verabreichung von CaCl,, ja sogar von NaCl nach- 
zuweisen ist. 

Auf die Theorie der therapeutischen Wirkung des Ca, speziell bei 
Tetanie, méchten wir bei dieser Gelegenheit nicht eingehen, da dazu 
unseres Erachtens eine viel breitere experimentelle Basis notwendig ist. 


Zusammenfassung. 

Intravends gege bene hypertonische Ca Cl,-Lésung in therapeutischen, 
Dosen vermindert den Bicarbonatgehalt des Plasmas, erhdht die 
alveolare CO,-Spannung sowie die Wasserstoffzahl des Blutes. Diese 
Wirkung kann nicht ganz allein auf die hypertonische Salzlésung als 
solche bezogen werden. 

Auch peroral gegebenes CaCl,, aber auch Ca lacticum vermindert 
den Bicarbonatgehalt des Plasmas; eine direkte Beeinflussung der 
alveolaren CO,-Spannung oder eine Ansiuerung des Blutes ist dabei 
nur unsicher nachweisbar. 
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Uber die spezifische Wirkung der Kohlensiure 
auf das Atemzentrum des Menschen und des Kaninchens. 


Von 
St. Hetényi, J. Hollo und St. Weiss. 


(Aus der I. medizinischen Klinik der Pazmaény-Péter- Universitit 
Budapest.) 


(Eingegangen am 12. Mai 1925.) 


Seit den Arbeiten von Winterstein') sowie von Laqueur und 
Verzar*) ist viel dariiber diskutiert worden, ob die Wasserstoffionen- 
konzentration des Blutes den alleinigen chemischen Atmungsreiz 
darstellt oder ob auch den Anionen bzw. den undissoziierten Sauren 
dabei eine Bedeutung zukommt. Bei diesen Diskussionen steht be- 
sonders die Frage nach der spezifischen Bedeutung der Kohlensiure 
im Vordergrund, da durch die Atmung vor allem die Konzentration 
gerade dieses Blutbestandteils beeinfluBt wird. 

Zu ihrer Klirung sind in neuerer Zeit vielfach Tierversuche 
gemacht worden, und zwar mit dem Ergebnis, daB die Kohlensiure 
eine spezifisch erregende Wirkung auf das Atemzentrum ausiibt. 
[Literatur siehe bei R. Gesell*), sowie bei Gollwitzer-Meier*)]. Nach 
Gollwitzer- Meier, der wir auch schéne eigene Versuche an Kaninchen 
verdanken, soll das speziell bei alkalischer Blutreaktion so sein. Brauch- 
bare Versuche an Menschen sind iedoch unseres Wissens bisher noch 
nicht mitgeteilt worden. 

I, 

Unsere eigenen diesbeziiglichen Versuche an Menschen sind nach 
einem sehr einfachen Plane ausgefiihrt, der sich aber zur Entscheidung 
der aufgeworfenen Frage als geeignet und ausreichend erwies. Wir 
haben Menschen intravenése Injektionen von NaHCO ,-Lésungen ge- 
geben und dabei in acht Versuchen, mit einer Ausnahme, eine Abnahme 
der Wasserstoffzahl des Blutes, zugleich aber, und zwar in allen Fallen, 
eine Senkung der alveolaren CO,-Spannung gefunden; der Bicarbonat- 
gehalt des Plasmas ist zur Zeit der zweiten Blutuntersuchung, also 
7 bis 19 Minuten nach der Injektion, meistens noch deutlich erhéht. 


1) Arch. f. d. ges. Phys. 138. 

2) Ebendaselbst 143. 

3) The Amer. Journ. of Phys. 66. 
*) Diese Zeitschr. 151. 
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St. Hetényi, J. Holl6 u. St. Weiss: Wirkung der Kohlensiure. 
Da ganz ahnlich ausgefiihrte Kontrollversuche mit gleichkonzentrierte: 
NaCl-Lésung auf deren Mitteilung wir hier verzichten, da sie in der 
vorangehenden Arbeit von Hollé und Weiss ausfiihrlich gebracht sind 

etwas Ahnliches nicht erkennen lassen, so kann aus diesen Versuchen, 
speziell aus dem Sinken der alveolaren CO,-Spannung trotz primire 
alkalischer Verschiebung der Blutreaktion durch die Bicarbonatinjektion 
auf eine spezifische Erregung des Atemzentrums durch die Kohlensaure 
Und die 


und somit auch der Gehalt des Blutes an undissoziierter, sogenannter 


geschlossen werden. eben weil alveolare CO,-Spannung 
..freier*’ Kohlensiure wihrend des Versuchs erniedrigt gefunden wurde, 
so ist es naheliegend, die erregende Wirkung nicht der freien Kohlen- 
siure, sondern den dissoziierten HCQO,-lonen zuzuschreiben.  Sicher 
laBt sich das aus den mitgeteilten Versuchen allerdings nicht ent- 
scheiden; denn bei der kurzen Versuchsdauer ist auch die andere Auf- 
fassung berechtigt, daB nimlich die gefundene SenkungderC O,-Spannung 
als eine tiberschieBende Spatwirkung der sofort nach der Bicarbonat- 
injektion infolge Pufferwirkung des Blutes auftretenden und eigentlich 
erregenden Zunahme der undissoziierten, freien Kohlensiure auf- 
zufassen sei. 
Protokolle. 

Es wurde dieselbe Technik benutzt, die in der vorangehenden Arbeit 
von Hollé und Weiss zur Untersuchung der Ca-Wirkung ausfiihrlich mit- 
geteilt wurde. Die dort mitgeteilten Versuche mit hypertonischer Koch- 
salzlésung kénnen auch zu diesen Versuchen als Kontrollen dienen. 


Tabelle I. 
Intravenése Injektion von 20 cem n NaHC O,-Lésung'*). 











me oo Blutep), (18°C) ———e - . 7 Blut+p,, (18°C) _— 
Ne. “"" | spannang | fettrwert ©. Intenrbonstl Ne. “""-| sesnatns | (utrwert & bicarbonat 
Min mm stimmungen) || Vol.-Proz. Min. mm stimmungen) | Vol.*Proz 
1 0 46 7,57 715 | 3 (Anaemia perniciosa) 
2 52 _— — 0 37 7,73 = 
4 48,5 — _ 3 41 =. _ 
6 46,5 —_ — 6 37,5 -- _ 
8 43,5 —_ _— 8 32,5 —_— — 
10 425 _ _ 10 35 a a 
19 “= 7,61 75 12 37,5 _ _ 
21 46 — — 16 —_ 7,75 — 
2 0 50 7,58 70 4%) 0 42 7,58 — 
5 48 _ — 4 47 _— —_ 
7 46,5 _— _— 7 43.5 -- — 
9 45 os - 9 40 _ _— 
10 — 7,60 75 12 415 — — 
12 48.5 — —- 15 — 7,64 _- 


1) Das NaHCO, wurde trocken sterilisiert und in sterilem Wasser 


frisch gelést, da sich eine NaHCO,-Lésung beim Kochen zersetzt. 
2) Erhielt 40 ccm n Na HC O,-Lésung. 








16* 
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Tabelle I (Fortsetzung). 








Alveolare ‘Blutsp,, (18°C) Alveolare Blut«p,, (18°C) 
N Zeit CO. (Mittelwert vs Plasma: _ | Zeit CO. , Mireclwert : Plasmas 
Nr Spannung 3 Kontrolihe. bicarbonat] Nr. Spannung 3 Konteallbe, bicarbonat 
Min mm stimmungen) Vol.«Proz. Min. mn stimmungen) | Vol.-Proz 
5 0 30.5 7.61 64.5 7 0 53 753 68 
2 42.5 — — 2 56 — om 
5 40 — —_— 4 53 — -- 
7 36 -- —- 7 == 758 745 
10 35.5 — _— 8 51 — —_— 
12 _ 7.65 68 10 46 —_— — 
15 36.5 -= -= 15 50 — = 
6 0 50 7,58 73 8 0 46 7,60 73 
2 56 = —— 3 45 — a 
4 46.5 — -— 5 43 — — 
7 47.5 — = 7 42.5 — — 
10 — 756 73 10 _— 7.63 73 
14 51 _ —_ 13 45.5 — — 
15 46 — — 
Il. 


Aus unseren mitgeteilten Versuchen ist auch das ersichtlich, dai 
die Wirkung der Kohlensiure beim Menschen auch bei normaler 
Blutreaktion zutage tritt; denn die durch den Eingriff erniedrigte 
Wasserstoffzahl des Blutes bewegt sich noch innerhalb der normalen 
Grenzen und ihre Senkung ist jedenfalls nicht groB genug, um beim 
Zustandekommen der C O,-Wirkung eine zwingende Bedeutung zu haben. 

Zur Untersuchung der Frage nach der Bedeutung der Blutreaktion 
bzw. nach der Notwendigkeit einer alkalischen Blutreaktion zur Ent- 
faltung einer spezifischen Reizwirkung durch die Kohlensaure, haben 
wir auBberdem auf dieses Ziel gerichtete Tierversuche ausgefiihrt. Wir 
haben Kaninchen Mischungen von NaHCO, und H,CQO, intravendés 
injiziert, deren Reaktion der Blutreaktion der Tiere gleich oder noch 
saurer war. Die Untersuchung der Blutreaktion vor und nach der 
Injektion ergab eine deutliche, wenn auch geringe, alkalische Ver- 
schiebung, die — wegen der eher etwas sauren Reaktion des injizierten 
Gemisches — unmédglich eine direkt chemisch bedingte Folge des 
Eingriffes sein kann, und die nur durch die zentral-erregende Wirkung 
der Kohlensiure, und zwar bei normaler Blutreaktion, zu deuten ist. 
Allerdings ist diese Wirkung nicht so grob, wie sie Gollwitzer-Meier') 
fiir Kaninchen, aber bei alkalischer Blutreaktion, fand. 


Protokolle. 


Die Versuche wurden an Kaninchen ohne jede Betiiubung vorgenommen. 
Das Blut wurde vor und nach jeder Injektion durch Punktion aus dem 


1) Diese Zeitschr. 151, 424, 1924. 
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linken Herzen genommen, und zwar 2,5 bis 3,5 cem; nur einmal, wo auch 
der Plasmabicarbonatgehalt bestimmt wurde, haben wir 6 ccm entnommen, 
Die Injektion geschah in eine Ohrvene; es wurde langsam, wiahrend 2 bis 
3 Minuten injiziert. 

Die injizierten Lésungen sind aus NaHC O,- und HC 1-Lésungen frisch 
in der Spritze selbst gemischt worden. Die Reaktion solcher Gemische ist 
wegen schnellen Entweichens von CO, sehr Jabil; zur Bestimmung der py 
wurde immer der Rest der Mischung nach Injektion aus der Spritze unter 
Paraffin aufgefangen und sofort und schnell kolorimetrisch untersucht. 
Die so erhaltene Wasserstoffzahl ist wahrscheinlich etwas niedriger als die 
der injizierten Fliissigkeit, da sie nach der Injektion bestimmt wurde. 
(Beim Vergleich der Blutreaktion des Tieres mit der angegebenen Reaktion 
des injizierten Gemischs darf nicht vergessen werden, dal unsere Blut-py- 
Werte fiir 18°C gelten, und dab die Reaktion des Blutes bei Kérper- 
temperatur um etwa py 0,22 saurer ist als bei 18°C.) 


Tabelle II. 

1. Injiziert wurde ein Gemisch von 9cem %,n NaHCO, + Leem 
34m HCl; py 7,25. _Biut-py 18°C (Mittelwert aus drei Be- 
stimmungen) vor Injektion = 7,53, 5 Minuten nach Beendigung 
der Injektion 7,60. Plasmabicarbonat vor Injektion 56 Vol.- 
Proz., nach Injektion 84 Proz. 

2. 5eem n NaHCO, + 4cem n/10 HCl]; py = 7,40. Blat-py (drei 


Kontrollen): vor Injektion = 7,55, 8 Minuten nach der Injektion 
= 7,61. 

3. 5cem n NaHCO, + 6,5cem n/10 HCl; py = 7,20. Blut-py (vier 
Kontrolien): vor Injektion = 7,60, nach 9% Minuten 7,63. 

4. 5eem n NaHCO, + 6,5cem n/l0 HCl]; py = 7,20. Blut-py (vier 
Kontrollen): vor Injektion = 7,54, nach 7 Minuten 7,58. 

5. 5cem n NaHCO, + 4eem n/10 HCl; py = 7.40. Blut-pq (vier 
Kontrollen): vor Injektion = 7,59, nach 8 Minuten 7,62. 


Zusammenfassung. 

Nach intravenéser Injektion von 20cem n NaHCO,-Lesung 
wurde beim Menschen eine Herabsetzung der Wasserstoffzahl des Blutes, 
zugleich aber auch der alveolaren CO,-Spannung gefunden, woraus 
auf eine spezifisch-erregende Wirkung der Kohlensiure auf das Atem- 


zentrum geschlossen wird. 

In Versuchen an Kaninchen konnte nach intravendéser Infusion 
von NaHCO, + H,CO,-Gemischen, deren Reaktion der Blutreaktion 
der Tiere entsprach oder noch etwas saurer war, eine geringe alkalische 
Verschiebung der Blutreaktion konstatiert werden. Damit ist gezeigt, 
da8B die erregende Wirksamkeit der Kohlensaure nicht unbedingt an eine 
alkalische Blutreaktion gebunden ist. 








_. 





Uber die antagonistische 
Beeinflussung der Hypophysendiurese durch Insulin. 


Ven 
N. Klissiunis. 
(Aus dem pharmakologischen Institut der Universitit Berlin.) 


(Eingegqangen am 14, Mai 1925.) 


Im Anschluf an die Untersuchungen von Joachimoglu und Metz), 
die nachgewiesen haben, dal die Insulinwirkung auf den Blutzucker 
durch Hypophvysenpraparate sowie auch die Hypophysenwirkung auf 
den Uterus durch Insulin antagonistisch beeinfluBt werden, lag es nahe, 
zu priifen, ob auch die diuresehemmende Wirkung der Hypophysen- 
praparste durch Insulin aufgehoben wird. 

Auf Veranlassung von Prof. Joachimoglu habe ich einige Versuche 
in dieser Richtung ausgefiihrt, die ich im folgenden kurz schildern werde. 

Fiir die Versuche wurden weibliche Hunde mit einem Koérpergewicht 
von 8 bis I13kg benutzt. Jedes Tier wurde zu den eigentlichen Versuchen 
in der Weise vorbereitet, dab es nachmittags zwischen 4 und 5 Uhr nach 
Feststellung des Koérpergewichts eine abgewegene Menge Futter erhielt. 
Das Futter besiand aus 200g Fleisch, 150g Reis, 800 g Wasser, | g Koch- 
salz. In den Tabe''en ist vermerkt, wieviel von diesem Futter der Hund 
einnahm. Am nichsten Morgen um 9 Uhr wurde das Tier zuerst katheterisiert 
und gewegen, danach hekam es 500 cem Wasser mit der Sehlundsonde 
in den Magen. In den niachsten 4 bis 5 Stunden wurde die Harnblase 
sciindlich mit dem Katheter entleert, und die gewonnenen Harnmengen 
gemessen, sowie auch ihr spezifisches Gewicht festgestellt. Unter normalen 
Verhiltnissen, d. h. chne Zufuhr von Hypophyse oder Insulin betriigt die 
Harnmenge zwischen 404 und 500 cem, wie folgender Versuch zeigt: 

Ein 12,2 kg schweres Tier bekam am Tage vor dem Versuch 300g des 
oben erwihnten Futters. Am niichsten Tage erhielt das Tier 500 cem in den 
Magen. Die ausgeschiedene Harnmenge betrug in der ersten Stunde 
106 cem, in der zweiten Stunde 223 ccm, in der dritten Stunde 86 cem, 
in der vierten Stunde 46 cem, insgesamt 460 ecm Harn mit einem spezifi- 
schen Gewicht von 1000 bis 1004. Wird g!eichzeitig mit der Wasserzufuhr 
dem Tier ein wirksames Hypophysenpriparat injiziert, so J4Bt sich bei 
einer wirksamen Dosis die bekannte Hemmung der Diurese nachweisen. 
Eine Schwierigkeit bei Aufstellung derartiger Versuche ist durch die Tat- 
sache bedingt, daB die verschiedenen Priiparate des Handels eine ver- 
schiedene Wirksamkeit zeigen. Ja auch Priaparate, die unter dem gleichen 
Namen in den Handel kommen, wirken verschieden. Wir verwendeten 


1) Deutsch. med, Wochenschr, 1924, Nr. 51. 
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Ver. 
such 
Nr. 


— 











Gewicht 
Datum des 
Hundes 
1925 kg 
5. IL, 13.5 


12.4 


10, TIT. 8.8 


17. IT. 9,0 


12, IIL. 8,6 


18. LI. 11,8 


Futter 
am 
Tage 
vorher 


8 


700 


900 


1000 


SOU 


800 


800 


800 


900 


fubrtes 


Zuge- 


Injizierte Menge 


Wasser 


com Std 


Hund B. 


500 = 0,8 com Pituglandol I l. 


Insgesamt: 


0.6 com Pituglandol | 3 
2 
3. 
4. 


500 


Insgesamt : 


0.6 com Pituglandol I a 
1.6 . Insulin Nahi 2. 


baum 3. 


4. 


500 


Insgesamt: 


Hund D. 


500 = =O0.98 ccm Pituglandol | l 
» 
3. 
4. 
5 


Insgesamt: 


500 = 0.9 ccm Pituglandol | l, 


Insgesamt : 


500 =0,98 ccm Pituglandol I 1. 
16  . Insulin Kahl 2. 


baum 3. 


~ 


5. 


Insgesamt: 


500 0.9 ccm Pituglandol I 1. 


18 


Insulin Aahl 2. 


haum - 


Insgesamt: 


Hund E. 


500 = =0.9 ccm Pituglandol | 1. 


Insgesamt: 


Harnmenge 


com 


oo 
-< 


60 


126 


355 


14 
pa 0) 
66 
43 


0) 


163 


Spez 
Gewicht 


1O18 
Oo] 
1006 
1000 


1008 
1001 
1000 


1000 
1004 
1000 


1005 
1000 
1003 


1008 
1000 


1000 
1002 


1002 
1002 
1000 
1000 


L006 
1002 
1000 
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Tabelle I (Fortsetzung). 
: we Futter = Zuo, 
Ver. — r he Harnmenge en 
such Datum od lage ™ tes Injizierte Menge were 
Nr. Hundes  vorher Wasser — Gewicht 
1925 kg g com Std. com 
Hund E. 
9 21. IT. 119 900 500 0,9 com Pituglandol I 1. 48 1004 
18 . Insulin Kahl- 2. 5O 1004 
baum 3. 105 1000 
4. 120 1000 
Insgesamt: 323 
Hund B. 
10 23. IT. 120 | 900 500 | 09 ccm Pituglandol II 1. 50 1008 
2. 134 1000 
3. 90 1000 
4. 33 1001 
Insgesamt: | 307 
1] 2.111. 11,9 | 1000 500 = 1,92 cem Pituglandol II 1, 20 1003 
2. 94 — 
3. 130 1001 
4. 110 1001 
Insgesamt: 354 
12 26, IT. 12.1 900 500 0,9 cem Pituglandol II 1. 44 1010 
1,6, Insulin Kahl 2 134 1000 
baum 3. 156 1000 
4. 120 1001 
Insgesamt: 454 
Tabelle II. 
: Gewi Futter = Zuses 
Ver. —" am = . Harnmenge — 
such Datum oe Tage | oe. Injizierte Menge nes 
Nr Hundes vorher Wasser ——_..| Gewicht 
1925 kg g com Std. ccm 
l 6. IIL. 12 1000-500 1,2 ccm Insulin Kahl- l. 240 1000 
baum 2. 164 1000 
3. 38 1000 
4. 18 -= 
Insgesamt: 460 
2 || 22. IV. 11,6 1100 = 500 1,6 cem Insulin Merck a 154 1000 
(Nr. 3. 2571) 2, 146 on 
3. 20 — 
4. 40 1001 
Insgesamt: 360 
3 || 23. IV. 115 1000 = 500 1,2 cem Insulin Kahl a 134 —_— 
baum 2. 234 1002 
3. 64 1000 
4. 34 1004 
Insgesamt: 466 
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Tabelle II (Fortsetzung). 





, Gewicht Futter Zuge 
Ver , am ad Harnmenge 


P Spez. 
such Datum des Tage tubrtes Injizierte Menge . ool 
Nr Hundes vorher Wasser | Gewicht 
y 1925 kg 8 com Std com 
Hund E. 
4 9, IT. 12,2 1000 500 1,6 com Insulin Kahl a 166 — 
baum 2. 126 a 
3. 62 1000 
4. 36 1003 
5. 60 1003 
Insgesamt: 450 
5 18. ITT. 12.0 1000-5500 1,1 com Insulin Aceh! l. 80 1002 
baum 2. 260 1000 
3. 50 1004 
4. 30 1001 
Insgesamt: 420 
6 I7.1V. 11,2 1000 =500 = 2.8 ccm Insulin Merck 1. 82 1001 
(Nr. 3 24. 1254) 2. 166 1000 
3. 43 1004 
4. 50 1002 


Insgesamt: 341 
(Krampfe, tot.) 


zwei Pituglandolpraparate, die wir als I und II bezeichnen. Beim Vergleich 
der Versuche 2 und 11 (Tabelle I) fallt auf, daB Pituglando] I bei einer 
Dosis von 0,6 cem eine deutliche Hemmung der Diurese (innerhalb 4 Stunden 
172 cem Harn) hervorruft, wihrend Pituglando] IT bei der dreifachen Dosis 
nur eine ganz schwache Wirkung zeigt. Die gleichen Erfahrungen machten 
wir mit zwei Hypophenpriparaten'), Dazu kommt die verschiedene 
Empfindlichkeit der Versuchstiere, die sicher vorhanden ist, so da®B die 
Beurteilung der Versuchsergebnisse nicht ganz leicht ist. Trotzdem zeigen 
die Versuche, die wir in der Tabelle | zusammengestellt haben, daB bei 
gleichzeitiger Applikution von Hypophenpriparat und Insulin die Diurese- 
hemmung geringer ist, als in den Kontrollversuchen. Vergleiche die Ver- 
suche 3, 7 und 9. Es sei bemerkt, da8 wir das Insulin 1 Stunde vor der 
Hypophysenapplikation subkutan injiziert haben. 

Insulin allein beeinfluBt die Diurese nicht, wie aus der Tabelle II 
hervorgeht. 

Zusammenfassung. 

1. Die Hypophysenpraparate zeigen in bezug auf die diurese 
hemmende Wirkung eine verschiedene Wirksamkeit. 

2. Die diuresehemmende Wirkung der Hypophysenpraparate 
1aBt sich durch Insulin antagonistisch beeinflussen. 

3. Insulin allein beeinfluBt die Diurese nicht. 


1) Den Chemischen Werken Grenzach A.-G. in Baden und der Firma 
Gehe & Co. danken wir bestens fiir die freundliche Uberlassung ihrer 
Praparate. 











Uber das physiologische Verhalten des Acetoins. 


I. Mitteilung: 


Uber das Verhalten des Acetoins zu Hefe. 
Von 
(. Neuberg und M. Kobel. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


Im Verlaufe der Untersuchungen tiber die phytochemische Reduktion 
haben C. Newberg und F.F. Nord') festgestellt, daB das einfachste 
Diketon der aliphatischen Reihe, das Diacetyi, CH,.CO.CO.CH,, 
von garender Hefe zu f, y-Butylenglykol, CH, . CHOH . CHOH . CHa, 
reduziert wird. Sie haben darauf hingewiesen, dab der Weg vom Diketon 
zum Glykol wahrscheinlich tiber die Stufe der halbseitig hydrierten 
Verbindung, d.h. tiber das Acetyl-methyl-carbinol, CH,.CO. 
CHOH.CH,g, fiihrt. Zu dieser Annahme lag um so gréBere Berechtigung 
vor, als bei entsprechender biochemischer Behandlung des einfachsten 
aromatischen Diketons, des Benzils, CgH;.CO.CO.C,H;, die Reaktion 
vornehmlich beim Benzoin, CgH,;.CO.CHOH .C,H;, stehen bleibt. 

Inzwischen hat das Acetyl-methyl-carbinol eine besondere Be- 
deutung dadurch erlangt, daB es bei der Vergirung von Zucker mittels 
Hefe zum erstenmal als ein Produkt ihres Kohlenhydratstoffwechsels 
nachgewiesen worden ist [C. Newberg und E. Reinfurth®)|. Die Acetoin- 
synthese ist als ein Sonderfall der Acyloinbildung aufzufassen, 
die nach den Untersuchungen von C. Neuberg mit J. Hirsch wnd 
L. Liebermann®) eine allgemeinere Leistung der Hefezelle ist und auf 
die AuBerung eines besonderen Fermentes, der Carboligase, zuriick- 
gefiihrt werden kann. Aldehyde, wie Benzaldehyd und seine Sub- 
stitutionsprodukte, erfahren auBer der eigentlichen phytochemischen 
Reduktion zu den zugehérigen Alkoholen einen acyloinmabigen 
ZusammenschluB mit naszierendem Acetaldehyd. Dieser selbst 
kann bei phytochemischen Reduktionen, den Ubergingen von labilem 
Garungswasserstoff auf fremde Acceptoren, oftmals als Oxydations- 


1) C, Neuberg und F. F. Nord, B. 52, 2248, 1919. 


2) C. Neuberg und E. Reinfurth, diese Zeitschr. 148, 1923. 


ee | 
Perens) 
3) (. Neuberg und J. Hirsch, ebendaselbst 115, 282, 1921; C. Neuberg 
und L. Liebermann, ebendaselbst. 121, 311, 1921. 
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aquivalent nachgewiesen werden’); denn es handelt sich ja im Grunde 
um nichts anderes, als um einen ,,Wettbewerb zwischen dem inter- 
mediar gebildeten Acetaldehyd und dem zugefiigten Keton (Aldehyd) 
um den Wasserstoff, der beim ungestérten Garakt in der letzten Phase 
die regelrechte Hydrierung zum Athylalkohol besorgt™ 

Schon bei der Auffindung der Carboligase hatte sich gezeigt?), 
daB ganz im Einklange mit der Brenztraubensaure-Acetaldehyd-Theorie 
der Garung auch anderen Quellen als Zucker, beispielsweise der Brenz- 
traubensiure entstammender Acetaldehyd zur Acyloinsynthese bio- 
chemisch verwendet werden kann. Eine weitere Entwicklung erfuhr 
die Erkenntnis dieser merkwiirdigen Zusammenhange durch die Beob- 
achtung, dali Vergirung von Brenztraubensaure fiir sich Acetoin 
ergeben kann*), wenn carboxylatisch bereits abgespaltener Acetaldehyd 
mit aus Brenztraubensaure gerade entstehendem Acetaldehyd zusammen- 
tritt®). Nimmt man dem Acetaldehyd, der durch die Brenztrauben- 
siurevergarung geliefert wird, seine Beweguagsfreiheit, indem man ihn 
an schwefligsaures Salz bindet (nach Art der Vorgiange bei der zweiten 
Vergairungsform), so unterbleibt nach den Befunden von C. Neuherg 
und A. von May*) die Acetoin-synthese, und man gelangt zur reinen 
carboxylatischen Spaltung der a-Ketosaiure. Ganz ebenso wie bei der 
Brenztraubensaiure liegen die Verhaltnisse bei der Ovxalessigsaure ; 
nach den Feststellungen von C. Newberg und G. Gorr®) liefert die Ver- 
girung dieser Substanz auBer Acetaldehyd auch Acetoin und durch 
dessen sekundire Reduktion £, y-Butylenglykol. Die Richtigkeit der 
schon vor Jahren®) geiuBerten Gedankengiange iiber die Entstehungsweise 
des Acetoins (und Butylenglykols), die ja als Produkte des Bakterien- 
stoffwechsels bekannt waren, erfihrt eine Bestatigung durch die Ver- 
suche von Newberg und Reinfurth (l.c.). Die Genannten zeigten, dab 
Acetaldehyd, zu einer girenden Zuckerlésung gefiigt, bis zu 100 Proz. 
seines Gewichts in Acetyl-methyl-carbinol, und zwar in die optisch- 
aktive Modifikation, iibergefiihrt wird. Man hat also hier den bemerkens- 
werten Fall, daB ein Zerfallsprodukt des Zuckers, der Acetaldehyd, mit 
einem zweiten Acetaldehydmolekiil auf biochemischem Wege kernsyn- 
thetisch verkniipft wird. Es erscheint von grundsitzlicher Bedeutung, 
da damit zum ersten Male aus einem Stoff, wie ihn die Zucker- 


1) Diese Zeitschr. 91, 260, 1918; 96, 189, 1919; Ber. 52, 2242 und 2251 
1919. 

2) C. Neuberg und J. Hirsch, |. ¢. 

3) J. Hirsch, diese Zeitschr. 181, 178, 1922. 

4) C. Neuberg und A. v. May, ebendaselbst 140, 299, 1923. 

5) C, Neube rg und G. Gorr, ebendaselbst 154, 495, 1924; Festschrift fur 


L. Asher (Ergebnisse der Physiologie, Band 24), 1925. 
295 


8) C. Neuberg in Oppenheimers Handb. d. Biochem., 1. Aufl., 1, 225, 
1908; Monogr. Jena 1918, 8S. 40; siehe auch diese Zeitschr. 115, 288, 1921. 
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vergirung hervorbringt, namlich aus Acetaldehyd, ein bis dahin nicht 
bei der Hefengirung beobachtetes Umsetzungsprodukt, das Acetoin, 
in so betrichtlicher Ausbeute gewonnen wurde, dab sie, wie erwahnt, 
der Quantitaét des vorhandenen Acetaldehyds entsprach. Damit war, 
da die Carboligase auch losgelést von der lebenden Hefezelle ihre 
Wirksamkeit entfaltet, zum ersten Male eine Umkehr enzymatischer 
Spaltungsvorgange bei der alkoholischen Giarung nachgewiesen. 

Ahnlich wie es bei Vorhandensein von Acetaldehyd in einer zucker- 
haltigen Fliissigkeit zum Aufbau von Acetoin durch die Hefe kommt, 
kann man auch durch Zugabe von Acetaldehyd zu einer garenden 
Brenztraubensaurelésung eine verstarkte Acetoinsynthese veranlassen. 
Hierbei handelt es sich, wie C. Neuberg und O. Rosenthal’) dargelegt 
haben, gleichfalls um die gesteigerte Umdrehung von Abbau in die 
Richtung des Aufbaues einer mehrgliedrigen Kohlenstoffkette. Die 
Reaktion lauft zugleich darauf hinaus, dab ,,Acetaldehyd durch Acet- 
aldehyd abgefangen* wird. Es kommt zum paarigen Aufbau, der sein 
physiologisches Gegenstiick in dem bekannten paarigen Abbau besitzt. 
Da es nach dem Gesagten gleichgiiltig ist, welche Herkunft der Acet- 
aldehyd bei der Acetoinsynthese besitzt, d. h. ob er durch eine Wirkung 
der Hefe selbst entsteht (z. B. aus Brenztraubensaure oder Oxalessig- 
siure), oder ob er in fertiger Gestalt zu girender Brenztraubensiure 
oder zu girender Zuckerlésung zugegeben wird, so konnten jiingst 
C. Neuberg und E. Simon?) betonen, daB es sich gewissermaBen bei der 
Acetoin-Synthese um einen unvollkommenen Versuch zur Rekonstruktion 
von Kohlenhydrat handelt. Die Ahnlichkeit des Acetoins mit den 
Zuckerarten ist weitgehend, und auch formal besteht eine Analogie zu 
den Ergebnissen von O. Meyerhof*) iiber die physiologische Restitution 
von Milchsiure zu Kohlenhydrat insofern, als ein bereits auf der Bahn 
des Abbaus gelegenes Umwandlungsprodukt durch die Zersetzung eines 
bestimmten Kohlenhydrat-anteils oder -aquivalents die riickliufige 
Umwandlung erfahrt. In diesem Sinne kann die carboligatische Synthese 
als einfachster Fall der gekoppelten Resynthese gelten. 

In Anbetracht der Bedeutung, die somit dem Acetoin beigelegt 
werden darf, haben wir die schon friiher angekiindigten physiologischen 
Untersuchungen dieses Kérpers in Angriff genommen und berichten 
im folgenden zunichst tiber das Verhalten des Acetoins zu dem Organis- 
mus, von dem es auf den erwihnten Wegen erzeugt wird. 

Weil das Acetoin formelgemaB aus den in biologischer Hinsicht 
so labilen Acetaldehyd-komponenten zusammengefiigt ist, so muBte man 


') C. Neuberg und O. Rosenthal, Ber. 57, 1436, 1924. 

2) C. Neuberg und E. Simon, diese Zeitschr. 156, 378, 1925; vgl. auch 
C. Neuberg, ,.Die deutsche Zuckerindustrie* 1924, Nr. 36. 

3) O. Meyerhof und R. Meyer, Pfliig. Arch. 204, 448, 1924. 
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in Betracht ziehen, dab unter Umstanden auch eine Aufspaltung des 
Acetoins, also eine Umkehr der Carboligasewirkung, erfolgen wiirde. 
Wir priiften deshalb, wie das Schicksal des Acetoins in Beriihrung mit 
lebhaft arbeitender Hefe ist. 

Zu den Versuchen diente synthetisches, also racemisches Acetyl- 
methyl-carbinol, das wir nach der Vorschrift von O. Diels und 
E. Stephan") durch Reduktion von Diacetyl bereitet haben. Es ergab 
sich, daB Acetoin bei der Zumischung zu einer giirenden Zuckerlésung 
der phytochemischen Reduktion anheimfallt. Wie in allen Fallen, die 
dazu Veranlassung bieten kénnen, vollzieht sich dieselbe asymmetrisch ; 
dabei wird, abweichend von dem bekannten Mechanismus der Pasteur- 
schen Methode, nicht ein Antipode durch die Oxrydation fortgeschafft, 
sondern durch Hydrierung hervorgebracht. In einer Ausbeute von 
60 Proz. haben wir lavogyres 8, y-Butylenglykol isoliert; die Drehung 
war mehr als doppelt so groB, als sie friiher Newberg und Nord (I. ¢.) 
an dem phytochemisch aus Diacetyl erzeugten Glykol beobachtet 
hatten. In Ansehung der befolgten Isolierungsmethode darf die wahre 
Ausbeute an dem mehrwertigen Alkohol héher veranschlagt werden; 
jedenfalls hat sich kein Anzeichen dafiir ergeben, daB die Hefe unter 
den innegehaltenen Bedingungen ihr carboligatisches Erzeugnis wieder 
in gréBerem Umfange zerlegt. 

Beziiglich der Gewinnung des £, y-Butylenglykols aus den Giir- 
ansitzen bedienten wir uns des von C. Newberg und E. Reinfurth*) 
beschriebenen Verfahrens zur analogen Abtrennung von Glycerin. 
Das 8, y-Butylenglykol wurde in Substanz abgeschieden und noch durch 
das Di-Phenylurethan sowie durch Riickverwandlung in Acetyl-methyl- 
varbinol bzw. Diacetyl identifiziert. 

200 zg Rohrzucker wurden in 2 Litern Wasser von 40° gelést und mit 
200g Unterhefe zur Angirung gebracht; dann wurden 10g Acetoin in 
kleinen Portionen hinzugefiigt. Die Kohlensiureentwicklung wurde dadurch 
nicht gehemmt. Nachdem das Gemisch einen Tag bei Zimmertemperatur 
gestanden hatte, wurden 100 g Hefe hinzugegeben und die Garung im Brut- 
schrank bei 32° fortgesetzt. Am dritten Tage reduzierte eine Probe der 
verdiinnten Lésung Fehlingsche Mischung nicht mehr. Es wurden aber 
trotzdem weitere 100 g Hefe hinzugesetzt und das Gemisch noch einen Tag 
im Brutschrank aufbewahrt. Am vierten Tage wurde filtriert. Aus der 
Lésung wurde das 8, y-Butylenglykol durch Extraktion mit Alkohol-Ather 
isoliert. Das filtrierte Gargut wurde zunichst im Kaust-Heimschen Apparat 
bei 30 bis 35° zum Sirup eingeengt und dieser mit 96 proz. Alkohol so lange 
durchgeknetet, bis der Riickstand bréckelig wurde. Der filtrierte alkoholi- 
sche Auszug wurde im Vakuum bei 30° zum Sirup eingedampft und mit 
absolutem Alkohol aufgenommen. Die sich abscheidenden Stoffe wurden 
in der KaAalte abfiltriert und gut ausgewaschen. Der Alkohol wurde im 





1) O. Diels und E. Stephan, B. 40, 4336, 1907. 
2) C. Neuberg und E. Reinfurth, diese Zeitschr. 92, 234, 1918. 
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Vakuum wieder verdampft, der Riickstand nochmals in absolutem Alkohol 
gelost und die Operation so lange wiederholt, bis klare Auflésung in absolutem 
Alkoho] eintrat. Dann wurde zu der alkoholischen Lésung das gleiche 
Volumen trockenen Athers gefiigt, filtriert und wieder eingeengt ; nunmehr 
léste sich der Riickstand in einem Gemisch von gleichen Teilen absoluten 
Alkohols und absoluten Athers vollkommen auf. Die alkoholisch-atherische 
Lésung wurde iiber frisch gegliihtem Natriumsulfat getrocknet und das 
Solvens am Birektifikator abgetrieben. Der dickfliissige Riickstand wurde 
mit wenig absolutem Alkohol in ein Fraktionierkélbchen tibergefiihrt und 
im Vakuum bei 12mm destilliert. Nach einem hauptsachlich Athy1- 
alkohol enthaltenden Vorlauf wurde die Fraktion von 85 bis 91° ge- 
sondert aufgefangen und die Destillation darauf abgebrochen, da der Riick- 
stand sich unter Bildung brenzlicher Diimpfe zersetzte. Die Fraktion von 
85 bis 91° (12mm) wurde unter Atmospharendruck rektifiziert ; zwischen 
178 bis 181° wurden 5,8 ¢ reines £, y-Butylenglykol aufgefangen. 

Bei einem zweiten Ansatz wurden 30 g Acetoin mit den entsprechenden 
Mengen Zuckerlésung und Hefe behande!t. Die Aufarbeitung war dieselbe 
wie bei dem ersten Ansatz. Ausbeute 17,6 g Butylenglvkol vom Siedepunkt 
178 bis 181°. 

Das Butylenglykol dieser Fertigung wies eine Linksdrehung von 
— 5,51°im 1l-dem-Rohr auf. Es reduzierte Fehlingsche Lésung nicht im ge- 
ringsten und zeigte das typische Verhalten der Glykole, Kupferhydroxyd 
nach Zugabe von Natronlauge aufzulésen. 

Zur Identifizierung wurde das Di-Phenylurethan dargestellt, das von 
A. Harden und G. S. Walpole!) beschrieben worden ist. 

Aus lg Butylenglykol und 5g Phenylisocyanat bildete sich in atherischer 
Lésung nach kurzem Erwirmen auf dem Wasserbade und eintigigem 
Stehen ein Gemisch von Mono- und Di-Phenylurethan. Durch mehr- 
maliges Umkristallisieren aus Alkoho] erhalt man letzteres, das schwerer 
léslich ist, in reinem Zustande. Als Schmelzpunkt der Verbindung 
CH,;.CH(O.CO.NHC,H;).CH(O.CO.NHC,H;).CH,; fanden wir 201° 
(unkorr.). 

0,1406 g Substanz: 10,6 cem N, (19,5°, 752,5 mm, 33 Proz. KOH) 
Cy3HaN.O,: Ber.: N = 8,53 Proz.; 
gef.: N = 8,59 Proz. 

In ahnlicher Weise wie Neuberg und Gorr (1. c.) haben wir das Butylen- 
glykol durch Riickoxvdation zum Acetoin noch besonders charakterisiert. 
Die Umwandlung lieB sich leicht mit Natriumhypobromit bewerkstelligen. 
Brom greift das Butylenglykol in Sodalésung schnell an, waihrend Brom- 
wasser allein nach H. von Pechmann?*) sowie A. Harden und G. S. Walpole') 
nur im Sonnenlicht und langsam einwirkt. 

lg ~, y-Butylenglykol wurde zusammen mit 3,5 g Kristallsoda in 6 cem 
warmem Wasser gelést. Nach Abkiihlung in Eis wurden 0,5cem Brom 
hinzugefiigt. Beim Umschiitteln léste sich letzteres rasch unter Kohlendioxyd- 
entwicklung auf. Nach halbstiindigem Stehen wurde gema&8 der Vorschrift 
von E. Fischer und J. Tafel*) genau mit Salzsiure neutralisiert. Das Brom 
war nahezu vollkommen verbraucht, die schwach gelbe Lésung wurde beim 


1) A. Harden und G. S. Walpole, Proc. Roy. Soc. B. 77, 399, 1906. 
2) H.v. Pechmann, B. 28, 2427, 1890. 
3) E. Fischer und J. Tafel, B. 20, 3385, 1887. 
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Einleiten weniger Blasen von schwefliger Siure ganzlich entfarbt. 
Das Oxydationsgemisch reduzierte Fehlingsche Fliissigkeit intensiv schon 
in der Kalte, wobei sich rotes Kupferoxydul abschied. Die mit Caleium- 
carbonat genau neutralisierte Fliissigkeit lieferte mit Nitroprussidnatrium 
und Piperidin eine rétlich-blaue Farbung, die auf Zugabe von Essigsiure in 
Blaugriin umschlug. Bei Behandlung mit einer essigsauer-alkoholischen 
Lésung von p-Nitrophenyl-hydrazin (3 g) erhielten wir nach zweistiindigem 
Erwiirmen auf dem Wasserbade 1,5¢ des charakteristischen Acetoin- 
p-nitrophenylosazons, das durch Umbkristallisieren aus Pyridin-Eisessig 
in leuchtend roten Kristallen vom Schmelzpunkt 326° (bei schnellem Er- 
hitzen, nach vorheriger Sinterung bei 316°) rein gewonnen wurde. 
0,1685 g Substanz: 34,4ccem N, (19°, 756mm, 33 Proz. KOH). 
C,gH,.N,O,: Ber. N = 23,59 Proz.; 
gefi N = 23,43 __,, 


Bemerkt sei iibrigens, daB wiihrend der Oxydation mit Hypobromit 
auch der charakteristische Geruch nach Diacety] auftrat. 








Uber den Nachweis yon Acetaldehyd 
als Zwischenstufe bei der anaeroben Atmung héherer Pflanzen. 


Von 
(. Neuberg und A. Gottschalk. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


Am Prozel der alkoholischen Zuckerspaltung durch Hefe ist mit Hilfe 
der Abfangverfahren zuerst die Feststellung gemacht worden, daB der 
fiir gewohnlich nicht zutage tretende Acetaldehyd ein unumgangliches 
Durchgangsglied des Kohlenhydratabbaues bildet. Aus diesem von 
C. Neuberg, E. Fdrber und E. Reinfurth (1916 bis 1918) erbrachten 
Beweis ergibt sich die Berechtigung fiir die Lehre, daB auch bei aus- 
geglichenen anoxybiotischen Vorgingen, die an sich mit keiner merk- 
lichen Sauerstoffzehrung einhergehen, Oxydationen und Reduk- 
tionen der intermediaren Spaltungsprodukte nebeneinander ablaufen. 

Beim Hefepilz ist die Entstehung von Acetaldehyd nicht an die 
Zufuhr von Sauerstoff gekniipft; und doch stellt dabei der Acet- 
aldehyd eine unzweifelhafte Oxydationsstufe dar, nicht nur im Vergleich 
zu dem normalen Garungsenderzeugnis Athylalkohol, sondern auch 
in bezug auf den Zucker. Denn die Erhebung von !,4C,H,.O, auf 
die Stufe der Brenztraubensiure, C,H,O,, bedeutet eine Oxydation, 
und daran andert die Decarboxylierung, die den Acetaldehyd liefert, 
ebensowenig wie die Tatsache, da infolge Vorliegens eines auBerlich 
kompensierten Systems von gekoppelten Dehydrierungen und Hy- 
drierungen (Dismutationen) die Oxydationsstufen auch in Abwesenheit 
von Sauerstoff gebildet werden und wieder verschwinden, wenn sie 
nicht durch besondere MaBnahmen festgelegt werden. 

Der Befund des Vorkommens von Acetaldehyd als zwangslaufiger 
Abbaustufe im intermediiren Kohlenhydratumsatz ist nicht auf die 
Hefezelle beschrankt. Bei zahlreichen anderen Garungserscheinungen ‘), 
wie sie von mannigfachen Pilzen und Bakterien ausgelést werden, 
gliickte der gleiche Nachweis, so bei der Zerlegung der verschiedenen 
Zucker und verwandten Substanzen durch Mucoraceen, Endomyces, 
Monilien, Oidien, Aspergillusarten, Penicillien, Merulius, Kahmhefen, 
durch Bakterien der Coli- sowie der Lactis aerogenes-Gruppe, durch 
Ruhrerreger, Buttersiurebazillen und dergleichen; Ahnlich liegen 
die Verhaltnisse bei der Cellulosegirung. 


') Vgl. hierzu die zusammenfassenden Darstellungen von C. Neuberg 
in den Ber. 55, 3624, 1922 sowie in Oppenheimers Handb. d. Biochemie, 
Bd. IT, 442, 1924. 
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Viel weniger gut sind wir iiber den Mechanismus der anaeroben 
Atmung in héheren Pflanzen orientiert. 

W. Zaleski und FE. Marx') haben mitgeteilt, daB der gepulverte Samer 
von Lupinen kleine Mengen von Acetaldehyd entwickelt, namentlich aber 
Brenztraubensaure in Acetaldehyd und Kohlendioxyd spaltet (Carboxyvlase- 
wirkung). Von S. Kostytschew, E. Hiibbenet und A. Scheloumoj{*) stammt 
die Angabe, daB Pappelbliiten im Wasserstoffstrome Acetaldehyd bilden ; 
dabei ist allerdings der Nachweis nicht erbracht, daB dieser Acetaldehyd dic 
Vorstufe des bei der intramolekularen Atmung auftretenden Athylalkohols ist 

Um einen genaueren Einblick in den Chemismus der unter Lu/f- 
abschlup erfolgenden Bildung von Acetaldehyd und Weingeist durch 
keimende Pflanzensamen zu gewinnen, stellten wir folgende Versuchs- 
reihen an: 

Anordnung, 

150g Erfurter Zuckererbsen (Samen) bzw. Puffbohnen (Samen) 
wurden 40 Minuten lang in eine 0,1 proz. Sublimatlésung gelegt. Darauf- 
hin wurden die Samen auf eine sterilisierte Nutsche gebracht, viermal 
je 5 Minuten lang mit reichlichen Mengen sterilen Wassers gewaschen 
und zur Auskeimung in eine grobe sterile Petrischale geschiittet, die 
zur Halfte mit ausgekochtem Leitungswasser angefiillt war. Dieses 
Wasser wurde alle 36 Stunden erneuert. Nach drei- bis fiinftagiger 
Keimung (zu dieser Zeit waren die Wurzelspitzen bei Zimmertemperatur 
etwa 3mm lang geworden) wurde das Material in einer sterilen Reib- 
schale unter aseptischen VorsichtsmaBregeln grob*) zerkleinert und 
alsdann in eine keimfreie Glasflasche tibergefiihrt. 

Bei den Versuchen, die im folgenden beschrieben sind, wurden 
einige auch unter Anweadung von Toluol vorgenommen. 


I. Axsatz. 
150g Erbsensamen (bzw. Puffbohnensamen) wurden in 750 cem 
einer 1,33proz._ sterilisierten Traubenzuckerlésung aufgeschwemmt 


II. Ansatz. 

Im Abfangversuch wurde der Brei von 150 g ebenso vorbehandeltem 
Samen gleichfalls in 750 cem einer 1,33 proz. Glucoselésung suspendiert, 
jedoch unter Zugabe von 10g frisch bereiteten Calciumsulfits. 

Durch beide Behalter (a) wurde ein konstanter Strom von Wasser- 
stoffgas aus Kippschen Apparaten geleitet, das zwecks Reinigung bzw. zur 


!) W. Zaleski und E. Marz, diese Zeitschr. 47, 184, 1912; 48, 175, 1913; 
W. Zaleski, Ber. ad. deutsch. bot. Ges. 31, 349, 1913, 82, 87 u. 457, 1914. 

2) S. Kostytschew, E. Hiibbenet urd A. Scheloumoj{, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 83, 105, 1913. 

3) Nach E. Godlewski und F. Polzeniusz (Apoth.-Ztg. 12, 717, 1897; 
Anz. d. Akad. d. Wissensch., Krakau 1901, S. 227) ist die Atmung an dix 
Zelistruktur gebunden; deshalb nahmen wir von zu weit geherder Ze 
trimmmerung Abstand. 
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Entfernung von beigemengtem Sauerstoff vorher Waschflaschen mit 
Kaliumpermanganatlésung und solche mit einer alkalischen Auflésuny 
von Pyrogallussiure (5g Pyrogallussiure in 15 cem Wasser 120 ¢ 
KOH in 80cem Wasser) durchperlte und zur letzten Befreiung von 
etwaigen Mikroorganismen und mitgerissenen Trépfchen durch ein 
mit steriler Watte ausgefiilltes U-férmiges Schutzrohr gefiihrt wurde. 
Als Vorlage (b) diente je ein GefaB, das 150 ccm einer 10 proz. Kalium- 
bisulfitlosung enthielt. Nach 68 bis 72 Stunden wurden die Versuche 
abgebrochen und die beiden zusammengehérigen Ansatze in der nach- 
folyend beschriebenen Weise aufgearbeitet : 

Zuniichst wurde der Inhalt des Behilters 4 durch Schiitteln mit 
kohlensaurem Kalk neutralisiert. AuBerdem wurden zu 6 noch 50 ¢ 
Calciumchlorid (in wenig Wasser) gegeben, um geléstes Sulfit!) aus- 
zufillen. Alsdann wurde der Inhalt der beiden GefaBe a und + vereinigt : 
nach Zusatz von itiberschiissigem Calciumcarbonat wurden am ab- 
steigenden Kiiblersystem 500 cem Fliissigkeit durch Dampfdestillation 
in eine eisgektihlte Vorlage tibergetrieben : 

a) 250cem des Destillats wurden auf dem Drahtnetz vorerst 
iiber 0.3 g Bleicarbonat, dann iiber 5 Tropfen verdiinnter Schwefelsiure 
anreichernd redestillicrt und schlieBlich 25 cem Fliissigkeit aufgefangen. 
Dieses Enddestillat diente zur quantitativen Bestimmung des Acet- 
aldehyds, und zwar wurde in den Kontrollansatzen, wo es sich um 
ganz geringfiigige Mengen handelte, das von C. Neuberg und A. Goft- 
schalk?) niher beschriebene Hydroxylamin-sulfat- Verfahren angewendet, 
in den Abfangversuchen hingegen die Rippersche Methode. 

B) In der anderen Halfte des urspriinglichen Destillats wurde zuerst 
durch Silberoxyd der Acetaldehyd zerstért; alsdann wurde die Fliissig- 
keit,durch mehrmalige Rektifikation in der Weise cingeengt, daB stets 
zwei Drittel des Kolbeninhalts iibergetrieben wurden. Enddestillat 
auf 25eem. Nachdem wir uns durch die Nitroprussidnatrium-Reaktion 
von der Aldehydfreiheit des Destillats tiberzeugt hatten, ermittelten 
wir den Athylalkohol auf pyknometrische Weise. 

Die zahlenmaBigen Ergebnisse unserer Versuche sind in der Tabelle 
vereinigt. Sie bestitigen zugleich die Feststellung der alteren und 
neueren Autoren: Pasteur, Lechartier und Bellamy, Brefeld, Matrouchot 
und Molliard, Mazé, Godlewski und Polzeniusz, Palladin und Ko- 
stytschew, Liiers und Schmal, dab Pflanzensamen unter Sauerstoff- 
abschluB erhebliche Mengen von Athylalkohol bilden. Acetaldehyd 
konnte in den Normalversuchen nur in Spuren nachgewiesen werden. 


1) Dieses entsteht gemaiB der Gleichung: 2 KHSO, + CaCQ, = CaSO, 


H,O + CO, + K,SO,. 
2) C. Neuberg und A. Gottschalk, diese Zeitschr. 146, 164, 1924. 
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Im 3sTageversuch unter O,-Abschluf wurden gebildet im 


Art und Menge des Materials Normalversuch Abtangversuch 
Acetaldehyd Alkohol Acetaldehyd Alkoho! 
my & my s 
150 g¢ Erbsensamen in 
750 cem 55 3.00 164.2 0.33 
150¢ Erbsensamen in 
750 cem 3.8 250 203.0 0.25 
150g Puffbohnen in 
750 eem 12.0 1,80 135.0 0.40 
150g Puffbohnen in 
750c¢em 11.8 2.00 186.6 0.30 
100 ¢ Erbsensamen in 
500 cem 
+ fieem Toluol. . 65 — 138.6 na 


Wird hingegen Calciumsulfit als Abfangsmittel hinzugefiigt, so kommt 
es zur Fesselung betrdchtlicher Mengen von Acetaldehyd; die Zunahme 
steigt his auf das 50 fache des Aldehydwertes in den Normalversuchen, 
d.h. den zusatzfreien Kontrollen. Gleichzeitig sinkt die Quantitd! des 
erzeugten Weingeistes. Wenn in unseren Experimenten das Alkohol- 
defizit im Abfangversuch nur zum Teil durch den festgelegten Acet- 
aldehyd gedeckt wird, so ist das hauptsachlich auf eine allgemeine 
Depression der Fermentprozesse unter dem Einflu$ des fiir die Zelle 
nicht ganz gleichgiiltigen Sulfits zuriickzufiihren. Um so héher ist die 
erhebliche Vermehrung der Aldehydausbeuten unter diesen Bedingungen 
zu bewerten. 

Obige Versuche tun dar, da auch bei der intramolekularen Atmung 
héherer Pflanzenzellen der Weg zum Athylalkohol iiber das Glied des 
Acetaldehyds fiihrt. Durch diesen Einblick in den intermediiren 
Chemismus der Weingeistproduktion bei héheren Pflanzenzellen ist 
ein neuer Beweis fiir die nahe Verwandtschaft von alkoholischer Garung 
der Mikroorganismen und anaerober Atmung héher organisierter Vege- 
tabilien erbracht. 

DaB bei diesen zymaseartige Fermente vorkommen, ist seit lingerer 
Zeit bekannt. Bald nach Entdeckung der Hefenzymase hat J. Stoklasa') 
angegeben, daB aus Samenpflanzen (Zuckerriibenwurzeln) Priiparate 
darstellbar sind, die Glucose in Athylalkohol und Kohlensiure zerlegen. 
Diese Behauptung wurde zuniachst angezweifelt, da man anwesende Bakterien 
fiir die Garung verantwortlich machte; spiterhin haben W. Palladin und 
S. Kostytschew sowie namentlich J. Bodndr*) Alkoholbildung in ver- 
schiedenen Pflanzen unter AusschluB von niederen Organismen auber 
Zweifel gestellt. Die Wirkungsweise der in Samenpflanzen taétigen Zvmase 


1) J. Stoklasa, J. Jelinek und E. Vitek, Beitr. z. chem. Physiol. u. 
Patho]. 8, 460, 1903. 

2) W. Palladin und S. Kostytschew, Zeitschr. f. physiol. Chem. 48, 
214, 1906; J. Bodnar, diese Zeitschr. 73, 193, 1916. 
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ist derjenigen des zuckervergarenden Heteferments entsprechend?). In 
beiden Fallen tibt Sauerstoff auf den Vorgang der Alkoholbildung keinen 
wesentlichen EinfluB aus. 

In jenen Pflanzenzellen, die schon unter normalen Verhaltnissen 
unter partiellem Sauerstoffmangel leiden diirften, so z. B. in Pflanzen- 
samen auf bestimmten Keimungsstadien, in fleischigen Friichten zur 
Zeit der Reifung. sind neben Alkohol stets geringe Mengen von Acet- 
aldehyd anzutreffen. So wurde von P. Mazé*) ein sparliches Vor- 
kommen von Acetaldehyd u. a. in Maissamen, von H. Miiller-Thurgau 
und A. Osterwalder*®) in Apfeln und Birnen beobachtet. Auch wir 
haben in Bananen, die in frischem Zustande der Destillation unter- 
worfen wurden, deutlich nachweisbare Quantitaten von Acetaldehyd 
gefunden. Ob es sich in diesen Fallen jedoch um primaren, auf 
spezifische Weise gebildeten Acetaldehyd handelt, oder um_ solchen, 
der seine Entstehung einer Reoxydation des Alkohols verdankt, ist 
aus Versuchen ohne Abfangmittel nicht erkennbar. In _ jiingster 
Zeit hat, in bestem Einklang mit unseren bereits vor Jahresfrist im 
Auszug*) mitgeteilten Versuchsergebnissen, G. Klein®) Acetaldehyd auch 
bei der normalen Atmung griiner Pflanzen (Knospen, Bliiten und 
Keimlingsgewebe) mit dem Dimedon-Abfangverfahren festlegen kénnen, 
allerdings, wie es scheint, in sehr kleiner Menge. Nehmen wir den weiteren 
von CO. Neuberg und A. Gottschalk®) erhobenen Befund hinzu, daB auch in 
animalischen Zellen, z. B. der quergestreiften Muskulatur von Kalt- 
bliitern, die sich am Kohlenhydratmolekiil abspielenden Oxydations- 
prozesse zum mindesten in einem AusmaB von 37 bis 45 Proz. der 
Theorie den Weg iiber Acetaldehyd gehen, so erscheint die Annahme 
berechtigt, daB die Atmung, gleichgiiltig ob vorwiegend oxydativ oder 
oxydo-reduktiv (anaerob), sowohl im Pflanzenreich als in der Tierwelt 
durch die obligate Bildung von Acctaldehyd gekennzeichnet ist. 


1) Es sei aber nicht verschwiegen, daB die anaerobe Atmung derjenigen 
Vegetabilien und Pflanzenteile, die bei Sauerstoffzutritt eine stark oxy- 
dierende Tatigkeit entfalten, nicht immer mit der alkoholischen Garung 
identisch ist. So hat schon vor langerer Zeit M. Hahn (Ber. 38, 3555, 
1900) gezeigt, daB die anaerobe Zuckerzerstérung durch den PreBsaft der 
Bliitenstande von Arum maculatum ohne Alkoholbildung verlauft, und das 
gleiche hat S. Kostytschew (Ber. d. bot. Ges. 25, 188, 1907) fiir den Frucht- 
kérper von Champignons angegeben. 

*) P. Mazé, C.r. 151, 1383, 1910. 

*) H. Miiller-Thurgau und A. Osterwalder, Landw. Jahrb. der Schweiz 
1915. 404. 

*) C. Neuberg und A. Gottschalk, diese Zeitschr. 151, 167, 1924. 

5) G, Klein, Naturw. 18, 21, 1925. 

*) C. Neuberg und A. Gottschalk, diese Zeitschr. 158, 253, 1925. 
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Uber die Rolle der Begleitstoffe bei der Immunisierung 
mit Invertasepriparaten. 


Von 
A. Bach, W. Engelhardt und A. Samyssloy. 


(Aus dem Biochemischen Institut des Kommissariats fiir Volksgesundheit 
und der Biochemischen Abteilung des Instituts fiir experim. Veterinirie 
in Moskau.) 


(Eingegangen am 8. Mai 1925.) 


I. 

Von Bach und Engelhardt (1) wurde die Ansicht ausgesprochen, 
daB die Spezifitat der antiphenolatischen Immunsera durch die An- 
wesenheit von bestimmten, als eigentlich: Antigene fungierenden 
Begleitstoffen bedingt sei. Das Ferment werde beim Zusammentreffen 
mit dem Immunserum nur sekundar mitgerissen und inaktiviert. In 
vorliegender Arbeit suchten wir dieser Frage naher zu kommen, indem 
wir die antigenen Eigenschaften eines Enzyms untersuchten, welches 
leicht in verschiedenen Reinheitsgraden gewonnen werden konnte. 
Trifft die obige Annahme zu, so ist zu erwarten, daB je reiner das Ferment, 
also je weniger Begleitstoffe ihm beigemengt sind, desto schwiicher 
sich seine antigenen Eigenschaften gestalten werden. Als Objekt fiir 
diese Versuche wurde die Invertase gewahlt. 

In der Literatur finden sich nur wenige Angaben betr: ffend Immuni- 
sierung mit Invertasepraparaten. Schiitze und Bergel (2), ebenso wie 
Knaffl-Lentz (3) konnten feststellen, daB das Serum immunisierter 
Tiere die Invertasewirkung nur um etwa 10 Proz. herabsetzt. Diese 
Hemmung ist so schwach, daB die Autoren es nicht wagen, sie als 
spezifisch anzusehen. Abderhalden und Wertheimer (4) haben Immuni- 
sierungsversuche mit verschiedenen Fermenten, darunter auch mit 
Invertasepraparaten, angestellt. Nie gelangten zu negativen Resultaten 
und schlugen deshalb vor, den Ausdruck ,,Antifermente” iiberhaupt 
fallen zu lassen. Wenn Hemmungserscheinungen durch ein Immun- 
serum hervorgebracht werden, so kann man héchstens von einer ,,anti- 
fermentativen Wirkung*, nicht aber von einem ,,Antiferment™ sprechen. 
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Wie Bach und Engelhardt, nehmen auch Abderhalden und Wertheimer 
an, daB die eiweiBartigen Begleitstoffe der Fermente und nicht die 
Fermente selber als Antigene auftreten. 


Methodik. 

Zur Immunisierung diente der Autolysesaft von Bierhefe. Trockene 
Hefe wurde mit dem doppelten Volumen Wasser tibergossen und unter 
Toluolzusatz bei Zimmertemperatur 10 bis 12 Tage stehengelassen. 
Nach dieser Zeit verfliissigte sich die anfangs dicke Masse bedeutend ; 
sie wurde durch grofbe Faltenfilter filtriert und das Filtrat unter Toluol 
aufbewahrt. Die zu immunisierenden Kaninchen erhielten intravends 
je 2 bis 5 cem dieses Saftes in Intervallen von 5 bis 6 Tagen, im ganzen 
gewohnlich fiinf bis sechs Injektionen. Mit diesem Praparat wurden 
acht Kaninchen behandelt, wobei zwei bei der dritten Injektion unter 
anaphylaktischen Erscheinungen zugrunde gingen. Die tibrigen ergaben 
Immunsera verschiedener Aktivitat. 

Die Inversionsversuche wurden folgendermaBen angestellt: 2 ccm 
Pufferlésung (n/10 Essigsiureacetatgemisch im Verhaltnis 1:1), 2 cem 
10proz. Saccharoselésung und 5ccm Wasser wurden mit l ccm der 
zu untersuchenden Lésung vermengt und 30 Minuten im Thermo- 
staten bei 37° gehalten. Nach dieser Zeit wurde die Reaktion durch 
Zusatz Fehlingscher Lésung (10 bis 15 ccm) unterbrochen und der 
Invertzucker nach Bertrand bestimmt. Die Fermentmenge wurde so 
gewahlt, daB sich unter den angegebenen Bedingungen etwa 20 bis 
30 mg Invertzucker bildete, was einem Verbrauch von etwa 7 bis 9 ccm 
n/10 KMnO, entsprach. 

Die Resultate sind iiberall in Kubikzentimetern n/10 K MnO, 
angegeben. 

Wirkung des Immunserums in Lésung. 
leem Fermentlésung und 1 cem auf das Zehnfache verdiinnten Serums 


wurden bei Zimmertemperatur 30 Minuten stehengelassen. Dann wurde 
die Inversionsfahigkeit wie oben angegeben bestimmt. 


Tabelle I. 





ecm n 10 KMnO, 


Versuche ~— 
1 2 3 + 
Invertase + Normalserum ,. ... 83 7.3 6.0 7.6 
Invertase + Immunserum .,... 7.0 6.6 5.9 6.6 


Die Zahlen der Tabelle | bestatigen in vollem Mabe die Resultate 
von NSchiitze und Bergell und von Knafjl-Lentz, welche fanden, dab 
das Serum mit Hefeinvertase behandelter Kaninchen nur einen geringen 
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EinfluB auf die Wirkung des Ferments ausiibt. Auch die GréBe der 
Hemmung stimmt mit den Angaben der genannten Forscher iiberein, 
Sie betragt etwa 10 bis 15 Proz. 


Wirkung de x ITmmunserums umn adsorbierte ve Zustande. 


Durch die oben angefiihrten Versuche ist das antifermentative 
Vermégen des Immunserums nicht mit hinreichender Klarheit fest- 
gestellt worden. Um dem anfangs aufgestellten Ziele niher zu kommen, 
war es erforderlich, eine Methode anzuwenden, welche es erméglichen 
wiirde, die antifermentativen Eigenschaften des Immunserums deut- 
licher zum Vorschein zu bringen. 

Von Nelson und seinen Mitarbeitern (5) wurde dargetan, da die 
Invertase auch im adsorbierten Zustande ihre Aktivitat vollstandig 
behalt. Wenn man die Inaktivierung eines Ferments durch ein Immun- 
serum als einen AdsorptionsprozeB betrachtet, so ist zu erwarten, 
daB die Invertase, auch nachdem sie durch das Immunserum gebunden 
worden ist, den gréBten Teil ihrer Aktivitat beibehalten wird. Fixiert 
man daher das Immunserum an einem geeigneten Adsorbens [vgl. Engel- 
hardt (6)| und schiittelt dann mit Invertaselésung, so wird das Ferment 
durch das Immunserum gebunden und kann zusammen mit dem Serum- 
adsorbat aus der Lésung (z. B. durch Zentrifugieren) entfernt werden. 


Versuche, welche in dieser Richtung nach der von Engelhardt 
(l.c.) vorgeschlagenen Methode angestellt wurden, bestitigten diese 
Voraussetzung vollstandig. 


leem zehnfach verdiinnten Serums wurde mit leem Acetatpuffer 
und dann mit 1 cem 10proz. Kaolinsuspension versetzt. Der Niederschlag 
wurde einmal an der Zentrifuge mit destilliertem Wasser nachgewaschen, 
in 2cem Pufferlésung aufgeschwemmt, 5 ¢cm Wasser und 1 ccm Invertase- 
lésung zugesetzt und alles bei Zimmertemperatur 30 Minuten stehen- 
gelassen. Dann wurde zentrifugiert, der AbguB in einen Erlenmeyerkolben 
iibergefiihrt, mit 2cem 10proz. Saccharoselésung versetzt und im Thermo- 
staten bei 17° eine halbe Stunde aufbewahrt. Nach Verlauf dieser Frist 
wurde die Inversion durch Zusatz von Fehlingscher Lésung unterbrochen 
und der Invertzucker nach Bertrand bestimmt. Nach der Menge des ge- 
bildeten Invertzuckers konnte man dann die Menge des frei gebliebenen 
Ferments beurteilen. 

In Tabelle II sind die Resultate der Versuche mit Seren verschiedener 
Tiere zusammengestellt. 


Tabelle II. 





com n 10 KMnO, 


Versuche 
1 2 3 4 5 6 7 
Invertase allein. ......-... 86] 80) 65 | 74 73 + 75/| 97 
Invertase +(Kaolin-Normalserum) 80 72 56 66 70 $+ #73 87 
Invertase + (Kaolin-Immunserum ) 05 02,00 08 Os 22 
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In der zitierten Arbeit von Engelhardt konnte die antifermentative 
Wirkung antiphenolatischer Immunsera nachgewiesen werden, nachdem 
das Serum an verschiedenen Adsorbenzien — Kaolin, Tonerdehydrat, 
Eisenhydroxyd, Kohle — fixiert worden war. Bei den Versuchen mit 
Invertase konnte nur Kaolin angewandt werden. Wahrend letzteres, 
mit Normalserum digeriert, die Invertase beinahe gar nicht adsorbiert, 
behalten Eisen- und Aluminiumhydroxyd unter denselben Bedingungen 
ihre Fahigkeit, Invertase stark zu adsorbieren. 

AuBer Kaolin erwies es sich als méglich, das Antiferment an 
phosphormolybdansaurem Ammonium zu adsorbieren. In den von uns 
angewandten Mengen (lecem 25proz. Suspension) adsorbiert diese 
Substanz die Invertase nur spurenweise, nachdem sie aber mit Immun- 
serum digeriert worden ist, bindet das Adsorbat das Ferment energisch. 
Im Gegensatz zum Kaolin wurde bei den Versuchen mit phosphor- 
molybdainsaurem Ammonium das Digerieren des Adsorbens mit dem 
Serum und darauf des Adsorbats mit der Invertaselésung ohne 
Pufferzusatz vorgenommen. Das Puffergemisch wurde nur vor dem 
Einstellen in den Thermostaten zugesetzt. Die Suspension des phosphor- 
molybdansauren Ammoniums muB frisch bereitet sein. Die mit phosphor- 
molybdinsaurem Ammonium erhaltenen Resultate sind in Tabelle II 
zusammengebracht. 

Tabelle 111. 





com n10 KMnO, 


Versuche 
1 2 3 
Sl ee Se ee Te ee ee ee eee ee 84 78 
Invertase -+- phosphor-molybdiinsaures Ammonium ,. 84 8,0 7,1 
Daeselbe + Normalserum .....:-:++-.+ecel 82 7,1 65 
ee Oe ee ee er 18 15 O7 


Inaktivierung des Immunserums. 

Wird das Immunserum auf 80° wahrend 30 Minuten erhitzt, so 
verliert es seine antifermentativen Eigenschaften. Das Serum wurde im 
adsorbierten Zustande inaktiviert. Als Beispiel seien folgende Resultate 
angefiihrt. 

Tabelle 1V. 





com n 10 KMnO, 


Versuche 

1 2 
. Normal 70 7.6 

Se a p > > : es & & &-% ’ ’ 
erum, unvorbehandelt aac 08 00 

. , : N 67 8 
Secum, 30’ bei 82° aufbewahrt - - - {Normal “- 8,1 
{Immun 63 ri 





=% 
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Das Erhalten der Aktivitat der Invertase nach dem Binden durch das am 
Kaolin adsorbierte Immunserum. 

Trifft unsere Annahme iiber den Mechanismus der Wirkung des 
Anti-Invertaseserums zu, so ist zu erwarten, dab das Enzym, nachdem 
es durch das am Kaolin adsorbierte Immunserum gebunden worden ist, 
seine invertierende Aktivitat behalten wird. Um diese Voraussetzung 
nachzupriifen, wurde folgender Versuch angestellt. Am Kaolin adsor- 
biertes Immunserum wurde mit Invertaselésung versetzt, nach 30 Mi- 
nuten wurde das Kaolin abzentrifugiert, das Adsorbat mit Wasser 
nachgewaschen und in das oben erwaihnte Reaktionsgemisch von Wasser, 
Puffer und Saccharose eingetragen. Nach 60 Minuten langem Ver- 
weilen im Thermostaten wurde wieder zentrifugiert und dem Abgul 
zwei gleiche Proben entnommen. In der ersten wurde der Invertzucker 
sofort bestimmt, die andere wurde noch weitere 60 Minuten im Thermo- 
staten aufbewahrt. Ware das Enzym in Lésung gegangen. so wiirde 
in der zweiten Portion die Inversion weiter fortschreiten. Falls wir 
in beiden Proben eine gleiche Menge reduzierenden Zuckers vorfinden 
wiirden, ware das dahin zu deuten, dali das Ferment seine Fahigkeit 
im gebundenen Zustande ausiibt. Der Versuch ergab folgende Resultate : 


Tahe lh | 





Versuche com n/l0 KMnQO, 
OT I re ee a eee 3,7 
- : Normatlserum 3.3 
Invertase mit Kaolinserum-Adsorbat digeriert ; 
. | Immunserum ow 
, . : . 1. Portion O7 
Normalserum-Adsorbat mit Invertase digeriert - eae hd 
\2. Portion O44 
™ . . a . . , | 1. Portion 2.65 
Imnninserum-Adsorbat mit Invertase digeriert @ Portion 270 


Es ist aus den angefiihrten Ergebnissen zu ersehen, dali das am 
adsorbierten Immunserum gebundene Enzym_ seine invertierende 
Fahigkeit beibehalt und seine Tatigkeit ausiibt, ohne in Losung zu 
gehen. 

Es kénnte nun die Frage entstehen. ob nicht das Immunserum nut 
dann die Fahigkeit gewinnt, die Invertase zu binden, wenn es vorher 
am Kaolin adsorbiert worden ist. Diese Frage ist zu verneinen, denn 
es konnte gezeigt werden, da auch in Lésung eine Bindung zwischen 
Enzym und Immunserum entsteht. Wenn man namlich die Invertase 
mit normalem Serum vermischt und dann die Proteine des letzteren 
durch eine geeignete Menge alkoholischer Zinkacetatlosung nieder 
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schligt, so wird das Enzym vom Niederschlag nicht mitgerissen. Stellt 
man aber denselben Versuch mit Immunserum an, so geht die Invertase 
in den Niederschlag tiber. Suspendiert man nun den Niederschlag im 
gewohnlichen Reaktionsgemisch aus Wasser, Puffer und Saccharose, 
so kann man sich leicht tiberzeugen, da das Enzym auch in diesem 
Falle seine Aktivitat beibehalten hat. 


Die Ergebnisse der oben angefiihrten Versuche lassen noch nicht 
entscheiden, ob das aktive Enzymmolekiil oder die ihm beigemengten 
eiweiBartigen Begleitstoffe als Antigene fungieren. Um diese Frage zu 
entscheiden, wurden Versuche in zwei Richtungen angestellt: 1. Immuni- 
sierung mit gereinigten Fermentpraparaten und 2. Immunisierung 
mit inaktiviertem Ferment. Wir gingen dabei von folgenden Uber- 
legungen aus: fungiert als Antigen das aktive Enzymmolekiil, so mub 
die Immunisierung mit gereinigten Praparaten zu ebenso aktiven 
Immunsera wie mit ungereinigten fiihren. Andererseits aber wiire 
bei der Immunisierung mit inaktiviertem Ferment itiberhaupt kein 
Immunserum zu erwarten. Wenn aber als Antigen die eiweibartigen 
Begleitstoffe dienen, so diirften die antifermentativen Eigenschaften 
des Immunserums desto schwiacher sein, je reiner das zur [mmuni- 


sierung angewandte Priaparat war. 


Immunisierung mit gereinigten Invertaseprdparaten. 


Es wurden zu diesen Versuchen vier Kaninchen genommen. Die 
Zahl der Injektionen, die Menge des eingefiihrten Ferments und die 
iibrige Methodik waren genau dieselben, wie bei den oben beschriebenen 
Versuchen. Die Reinigung der Invertase wurde nach Euler und Kull- 
berg (7) ausgefiihrt. Derselbe Autolysesaft, welcher in den ersten Ver- 
suchen zur Immunisierung angewandt war, wurde mit Bleiacetat be- 
handelt. Dabei wurde der gréBte Teil der Proteine niedergeschlagen, 
das Enzym blieb dagegen in Lésung. Die abfiltrierte Lésung wurde mit 
Alkohol bis zu einem Gehalt von 48 Proz. versetzt, der Niederschlag 
in Wasser gelést, mit Kaolin behandelt und abermals mit Alkohol 
ausgefallt. Der Niederschlag, mit absolutem Alkohol verrieben und 
abgenutscht, ergab ein weibes Pulver, welches im Exsikkator tiber 
Chlorcalcium getrocknet wurde. Zur Immunisierung wurde eine Lésung 
dieses Priparats genommen, welche ihrer Aktivitat nach derjenigen 
des urspriinglichen Autolysesaftes entsprach. Diese Lésung gab nur 
eine schwach positive Reaktion mit dem Spieglerschen Eiweibreagens. 
Die Resultate der Immunisierung waren folgende: 
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Tahelle VI. 





com n/10 KMnO, 


Versuchstier Nr. 1 2 3 4 
I NS i i ake Si oe ee 6.6 74 67 70 
Invertase + (Kaolin-Normalserum), . . 63 7.1 6.2 67 
Invertase + (Kaolin-Immunserum). . . 44 4.6 2 3.8 


Wir sehen somit, daB die antifermentativen Eigenschaften der 
Immunsera bei der Immunisierung mit gereinigten Ferment priaparaten 
schwacher ausgesprochen sind als bei der Immunisierung mit Autolyse- 
saft. Wahrend in letzterem Falle die durch Immunserum erzeugte 
Hemmung 75 bis 100 Proz. betrug, war sie bei Anwendung von gereinigten 
Priparaten nur 30 bis 40 Proz. 


Immunisierung mit inaktivierter Invertase. 

Zu den Versuchen wurden vier Kaninchen genommen. Zwei von 
ihnen wurden mit Autolysesaft immunisiert, welcher durch Erwairmen 
im Wasserbade bei 68° wahrend 30 Minuten inaktiviert worden war. 
Zur Immunisierung des anderen Paares wurde Autolysesaft angewandt, 
welcher in kochendem Wasser 40 Minuten gehalten war. Der nach dem 
Erhitzen gebildete Niederschlag wurde abfiltriert. Kontrollversuche 
zeigten in beiden Fallen eine vollstandige Unwirksamkeit der Priparate 
sowohl am Anfang als auch am Ende der Immunisierung. Dies ist 
deswegen von Bedeutung, weil in der Literatur Angaben iiber Regene- 
ration inaktivierter Enzyme vorhanden sind. Die Tabelle VII gibt die 
Resultate dieser Immunisierungsversuche wieder. 


Tabelle VII. 





com n/10 KMnO, 


Versuchstier Nr. : 1 2 3 4 
Pe ee ee ee ee 8.0 8.0 8.6 8.6 
Invertase + (Kaolin-Normalserum). , . 75 75 7.4 74 
Invertase + (Kaolin-Immunserum). . . 59 26 13 54 


Man sieht, daB der inaktivierte Autolysesaft, trotz voller Unwirk- 
samkeit des Enzyms, seine antigenen Eigenschaften nicht eingebiiBt 
hat. Die antifermentative Wirkung der Immunsera ist recht gut aus- 
gesprochen. Die angefiihrten Zahlen entsprechen den Sera, welche 
nach sechs Injektionen gewonnen waren. Nach einer weiteren Injektion 
konnte das Serum vom Kaninchen Nr. 3 die ganze angewandte Ferment- 
menge binden. Mit den gereinigten Praparaten gaben auch weitere 
Injektionen kein Ansteigen der antifermentativen Kraft des Serums. 
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Zusammenfassung. 

1. Injektionen von Invertasepraparaten fiihren bei Kaninchen zur 
Bildung von anti-invertatischen Immunsera. 

2. Die fermentbindende Eigenschaft dieser Immunsera kann nach- 
gewiesen werden, wenn man die Proteine des Immunserums an einem 
geeigneten Adsorbens fixiert. 

3. Halbstiindiges Erwirmen bei 80° hebt die antifermentative 
EKigenschaft des Immunserums fast vollstandig auf. 

4. Das Enzym behalt seine Aktivitat auch nachdem es durch das 
Immunserum gebunden ist. 

5. Gereinigte Invertasepraparate geben bei der Immunisierung 
schwachere Immunsera als ungereinigte Praparate (Autolysesaft) 
gleicher Aktivitat. 

6. Durch Hitze inaktiviertes Ferment besitzt die Fahigkeit, 
Immunsera zu oerzeugen. 

7. Auf Grund der unter 5. und 6. angefiihrten Ergebnisse labt 
sich der SchlufB ziehen, da®B bei der Immunisierung mit Invertase- 
praparaten nicht die aktiven Enzymmolekiile, sondern die dem Ferment 
vergesellschafteten Begleitstoffe als Antigene fungieren. 


Literatur. 

1) Bach und Engelhardt, diese Zeitschr. 148, 456, 1924. 2) Schiitz 
und Bergell, Zeitschr. f. klin. Med. 61, 366, 1907. 3) Knafil- Lentz, Zeitschi 
f. physio]. Chem. 120, 110. — 4) Abderhalden und Wertheimer, Fermentforsch. 
6, 286, 1923. 5) Nelson und Griffin, Journ, Amer. Chem. Soc. 38, 
1109, 1916; Nelson und Hitchcock, ebendaselbst 48, 1956, 1921. — 6) Engel 


hardt, diese Zeitschr. 148, 463, 1924. 7) Euler und Kullberq, Zeitschr. | 
physiol. Chem, 73, 335. 











Neue Beitrige zur Frage iiber den Einflub des Thyreoidins 
‘auf die alkoholische Garung. II. 


Von 


L. P. Rosenow. 
(Aus dem physiologischen Institut der Staatsuniversitit Minsk.) 


(Eingeqangen am 1. Mai 1925.) 


Bei der naheren Untersuchung des Einflusses des Thyreoidins 
auf die anaerobe Atmung der Hefe (1) ergaben sich einige Schwierig- 
keiten, deren Ursache in der Unldéslichkeit des Thyreoidins beruhte 

In gleicher Weise wurde auch die Genauigkeit der von mir unter- 
nommenen Versuche iiber die Wirkung des Thyreoidins auf die Funk- 
tionen der Kopfhirnrinde eines Hundes beeintrachtigt. Die Wirkung 
des Thyreoidins untersuchte ich nach der Methode der Bedingungs- 
speichelreflexe: es war nicht festzustellen, wann und wo das Thyreoidin 
resorbiert wird und zu welchem Zeitpunkt die héchste Wirksamkeit 
zu erwarten ist. Uber die bei einem Hunde erzielten Resultate werde 
ich in einer anderen Abhandlung berichten; an dieser Stelle teile ich 
nur die von mir mit Hefe erhaltenen Ergebn’sse mit. 

Es erwies sich als notwendig, ein Lésungsmittel fiir das Thyreoidin 
aufzufinden, um die Méglichkeit einer Einwirkung desselben auf Hefe 
zu erreichen. 

Schon Baumann und Roos (2) wiesen darauf hin, dab das Thyreoidin 
der Wirkung der Verdauungsfermente widersteht. Ferner empfahl 
N. E. Wedensky (3) im Jahre 1897, das Thyrojodin (nicht das kaufliche 
Thyreoidin) durch Verdauung der Schilddriisen mit Hilfe des Magen- 
safts zu erhalten: fast alles wird gelést. das Thyrojodin jedoch bleibt 
im Bodensatz zuriick. Das Jodothyrin muf sich in siedendem Alkohol 
(90 proz.) und in Alkalien auflésen. Was das Thyreoidin anbetrifft, 
so versuchte ich folgende Lésungsmittel: kaltes, warmes und siedendes 
Wasser, kalten und kochenden Athylalkohol, Glycerin, Ammoniak 
lésungen, n/10 NaOH, Harnstoff. Blutserum, siedendes Naphthalin 
(218°), Antipyrin, Chloroform, Ather, Magensaft vom Hunde (Siure 
gehalt 60, Verdauungsstirke nach Mett 3,0). In letzterem Loésungs 
mittel sowie auch in den iibrigen angewandten Solvenzien war auch 


nach dreitagigem Stehen im Thermostaten keine Lésung_ erfolgt 
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a6 L. P. Rosenow: 

Dennoch weist die von mir festgestellte Tatsache, dab eine Girungs- 
beschleunigung trotzdem stattfindet, darauf hin, da irgend ein Be- 
standteil in Lésung geht. 

Es mubte ermittelt werden, ob bei dieser Verstarkung der Garung 
die oben genannte unldsliche kristallinische Substanz irgend eine Rolle 
spielt. 

Die Versuche wurden auf folgende Weise angestellt : 

15,0g kiuflichen Thyreoidins in Tabletten!) (Poehl), entsprechend 
50g remen Thyreoidins, wurden in heiBem Wasser aufgelést und das 
Wasser bis zum vollstandigen Verschwinden von Triitbung und Geruch 
mehrmals abgegossen. Dabei wurde auch ein Teil der ungelésten feinen 
Kristalle entfernt. Alsdann wurde der ungeléste Bodensatz mit Alkohol, 
darauf mit Ather ausgewaschen und getrocknet. Die Menge des nach diesem 
Verfahren erhaltenen kristallinischen Pulvers (in gréBeren Kristallen) 
betrug 2,4 bis 3,5 g. 

Tabelle I zeigt einen Versuch, der mit dem erhaltenen wisserigen 
Extrakt ausgefiihrt wurde. Dieser besaB ein triibes Aussehen; die kristallini- 
sche Substanz setzte sich bald zu Boden, doch blieb die Fliissigkeit auch 
am zweiten Tage ebenso triibe. Fiir den Versuch wurde der obere abge- 
standene Teil dekantiert, der triibe, jedoch ohne Kristallsatz war. 


Tabelle I. 
Versuch vom 4. April 1925; aufgestellt um 8 Uhr 50 Minuten. 





Nr. Zeit: 9h 15’ 9n 30’) 0 — 9h 45°) s-10h_—S «10 15" 10h 30’ 


| Wasseriger Extrakt von Anfang 6 22 | 4! 60 77 
.Thyreoidin* 50,0 cem 
Zucker 5,0g 
Hefe 6,0 ¢g 
2 Wasser 50,0 cem 0 Anfang 5 10 15 25 
Zucker 5,0¢ ‘ 
Hefe 6,0 ¢ 


3 wie Nr. 1 Anfang 5 18 35 55 75 
4 wie Nr. 2 0 Anfang 2 7 12 | 22 


Hohe der Siiule des CO, in Millimetern. 


Der Extrakt wurde fiir diesen Versuch auf oben beschriebene Weise 
bereitet, wobei nur der in einer Menge von 150,0 cem gewonnene wisserige 
Auszug angewandt wurde. 

Das Gewicht des ungelésten Thyreoidins betrug 3,4 g + x (der be- 
deutende Bodensatz in den Waschwissern). Die Menge von x erwies sich 
= 2,2 g. 

Wie aus der Tabelle I ersichtlich ist, trat eine starke Beschleunigung 
des Girungsprozesses ein. 

Der Versuch mit dem ungelisten Pulver ergab, laut Tabelle II, folgendes 
Resultat : 


1) In den vorher beschriebenen Versuchen mit Hefe verwandte ich das 
Thyreoidin von Poehl in Pulverform, d. h. frei von Salzen und bindenden 
Zusitzen. 
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Tabell TI. 


Versuch vom 5. April 1925; aufgestellt um 2 Uhr 25 Minuten. 





Nr Zeit 2h 45 in 30)’ 4h 4hi15' 4h 45’ Sh 5b 15 


l Wasser 50,0 cem 0 12 30 17 26 43 
Ausgewaschenes 
Thyreoidin 1,1 g 


nur ist das Thyreoidin 
zuerst aufgekocht 
4 wie Nr. 2 Anfang 12 30 24 36 AT) 


Hohe der Saéule des CO, in Millimetern, 


os 
Hefe 6.0¢ =% 
Zucker 3.0 ¢ cs 
2 Wasser 50,0 cem Anfang l4 32 sz 22 34 45 
Hefe 6,0 35 
Zucker 3.0¢g © § 
3. Dasselbe wie in Nr. 1, 0 Anfang 9 Be 19 29 40 
2% 
3 


Aus Tabelle I] geht hervor, daB das Pulver die Garung nicht nur 
nicht verstarkt, sondern sie vermindert oder (in anderen Versuchen) 
nicht verindert, wahrscheinlich durch seine mechanische Einwirkung, 
indem es sich zwischen den Hefezellen verteilt. Hierbei war es voll- 
standig gleich, ob das Pulver direkt in kaltem Wasser oder zuerst in 
kochendem aufgelést wurde. Anscheinend ist es weder in diesem noch 
in jenem léslich. 

SchluBfolgerungen. 

1. Das kiufliche Thyreoidin erweist sich infolge der Unldéslichkeit 
seiner Hauptmenge als nicht aktiv. 

2. Das kaufliche Thyreoidin enthalt in ungleichen Mengen Zusatze, 
die entweder ein Produkt der Schilddriisensekretion darstellen oder 
nicht geniigend ausgewaschene Stoffe sind, die sich bei der Gewinnung 
des Thyreoidins gebildet haben. 

3. Letztere Stotfe sind Stimulatoren der alkoholischen Garung. 


Literatur. 


1) L. P. Rosenow, diese Zeitschr. 159, 235, 1925. — 2) Baumann und 
Roos, Zeitschr. f. physiol. Chem. 21 und 22. — 3) Frederik und Niel, Uber- 
setzung, redigiert und mit Anmerkungen versehen von N. E. Wedensky 1897. 
— 4) M. Tomita, diese Zeitschr. 181, H. 1/2. — 5) C. Neuberg, E. Rein- 
furth, M. Ehrlich und M. Sandberg, ebendaselbst 1918 bis 1921. 








Untersuchungen iiber Leber- und Blutkatalase. II. 


Von 


P. Rona, A. Fiegel und Y. Nakahara. 


Aus der chemischen Abteilung des pathologischen Instituts der Universitit, 
Berlin.) 


(Eingegangen am 13, Mai 1925.) 
Mit 18 Abbildungen im Text. 


E. 

Unsere Kenntnisse iiber die Katalase erfuhren jiingst eine 
wesentliche Férderung durch die Arbeit von Morgulis, der die Kinetik 
der Katalasewirkung weitgehend aufgeklirt hat. Uber die Salzwirkung 
auf die Katalase liegt eine groBe Anzahl wertvoller Befunde vor'), wenn 
auch manche wichtige Punkte noch unerledigt geblieben sind. Wir wollen 
uns zunichst mit der Wirkung des KCN auf die Katalase beschiiftigen. 

DaB KCN ein starkes Gift fiir Katalase ist, ist eine langst bekannte 
Tatsache. Bemerkenswert ist hierbei jedoch, worauf bereits altere 
Autoren hingewiesen haben?) —, daB die mit KCN vergiftete Katalase 
sich nach einer bestimmten Zeit erholt und dann fast ebenso 
wirksam ist wie die frische, unvergiftete Fermentlésung. Diese Re- 
versibilitat der Giftwirkung soll in folgendem einer niheren Unter- 
suchung unterzogen werden. 

Die Versuchsanordnung war dieselbe wie in der friheren Mittetlung 
iiber Katalase*). Das Ferment (wisseriger PreBsaft aus Kalbsleber) wurde 
nach der Vorschrift von Sérensen dargestellt*) und von der Stammilésung 
in einer Verdiinnung von |: 400 bis 1: 800 je 5cem zum Versuch benutzt. 
Das Gesamtvolumen betrug stets 20 cem und setzte sich zusammen aus 
5cem m/50 Pufferlésung, 5cem der KCN-Lésung (von bestimmter Kon- 
zentration) 5cem 3proz. Wasserstoffsuperoxyds (Perhydrol- Merck) und 


1) Vgl. vor allem die Arbeit von Michaelis und Pechstein, diese Zeitschr. 
53, 320, 1913, und die von Santesson, Skand. Arch. f. Phys. 44, 262, 1925. 
Beziiglich der Literatur verweisen wir auf die Jesenswerte Monographie von 
Morgqulis in den Ergebnissen der Physiologie 23, 308, 1924. 

2) Vgl. die Literatur bei Santesson. 

3) Diese Zeitschr. 184, 20, 1922. 

4) Ebendaselbst 21, 131, 1909. 
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5cem Fermentlésung. Diese Fliissigkeiten wurden in Erlenmeyerkolben 
zisammengebracht (wenn nicht anders angegeben) derart, da das H,O, 
und die Fermentlésung erst unmittelbar vor Beginn des Versuchs zugesetzt 
wurden. Die Kolben wurden, wie Morgulis angegeben, auf einem Schiittel- 
apparat fixiert, der entwickelte Sauerstoff in Eudiometerréhren aufgefangen 
und das Volumen in bestimmten Zeitabschnitten abgelesen. Die Bestimmung 
der Wasserstoffionenkonzentration in den Versuchsfliissigkeiten wurde 
nach vélliger Zerstérung des etwa noch vorhandenen H,O, durch erneuten 
Fermentzusatz im allgemeinen nach der elektrometrischen Methode vor- 
genommen, bei Gegenwart von KCN kolorimetrisch nach Michaelis. 


Versuch |, dessen Verlauf in der Abb. 1 wiedergegeben ist, wobei 
der zu bestimmten Zeiten (Ordinate) entwickelte Sauerstoff (Abszisse) 
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in Prozenten der maximalen, aus dem H,O, entwickelbaren Sauerstoff- 
menge angegeben ist, veranschaulicht diese Vorginge. Bei einer Kon- 
zentration von 0.00001 n des zugesetzten KCN laBt sich noch keine 
Wirkung erkennen, bei 0.0001 n zeigt sich aber schon die typische 
Erscheinung, dab die O,-Entwicklung erst nur langsam vor sich geht, 
dann nach einer gewissen Zeit die Spaltung zunimmt und den dem 
Kontrollversuch (ohne KCN) entsprechenden Verlauf nimmt. 

Versuch 2, Abb. 2 und Versuch 3, Abb. 3 zeigen die Abhangigkeit 
der Erholungszeit des Ferments von der Giftkonzentration ebenfalls 
deutlich. 


Ferner wurde untersucht, ob diese Erscheinung mit der Dauer 
der Beriihrung der Katalase mit dem Gift in Zusammenhang steht. Die 
verdiinnte Fermentlésung wurde mit KC N einmal in einer Konzentration 
von 0,001 n, dann von 0,0005 n, je 15 Minuten, 30 Minuten, | Stunde, 
3 Stunden in Kontakt gebracht und erst nach Ablauf dieser Zeit 
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H,O, zugesetzt. Ein EinfluB lieB sich 
(Versuch 4 und 5, Abb. 4 und 5). 
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keinem Falle nachweisen 


Die Vergiftung des Ferments 
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erfolgt demnach (praktisch) momentan und die Beriihrungsdauet 
ist ohne Belang fiir die Erholung und den spateren Ablauf der 
Katalasewirkung. Zur Untersuchung der Frage, wie sich das ganze 
Ferment — Gift—H,O,-System nach Erholung der Katalase bei er- 
neutem Fermentzusatz verhalt, wurde nach Ablauf eines Versuchs 
nochmals frische Fermentlésung zugesetzt und weiter 20 Minuten 
beobachtet (Versuch 5, Abb. 5). Es zeigte sich, dab nunmehr die O,- 
Entwicklung sofort einsetzt und normal verliuft. Innerhalb der ge- 
priften Variation der H-Konzentration (py 5,9 bis 7,4) war diese 
ohne EinfluB auf die Wirkungsweise des KC N auf das Ferment in Gegen- 
wart von H,0O,: nur war die Erholung des Ferments bei neutraler 
Reaktion ausgiebiger als bei saurer. Ob Phosphat- oder Acetatpuffer 
bei den Versuchen angewandt wurde, war gleichgiiltig. 

Um zu priifen, ob fiir diese Erscheinung der nur zeitweiligen Ver- 
giftung der Katalase durch KCN etwaige Verunreinigungen des Leber- 
preBsafts verantwortlich zu machen seien, sind die Versuche noch 
mit einer nach den Angaben von T'suchihashi') gereinigten Katalase 
angestellt und somit ist mit einem praktisch eiweiBfreien Katalase- 
priparat gearbeitet worden, 

Aus 7,6g Na,PO, und 6,57 g CaCl,, 6 H,O stellt man eine Caleium- 
phosphatsuspension her, die bis zur Chlorfreiheit mit destilliertem Wasser 
gewaschen wurde. Die Suspension wird mit destilliertem Wasser auf 150 cem 
aufgefiillt. 0,5 cem dieser Suspension wurden zentrifugiert, zum Bodensatz 
10 cem der 100fach verdiinnten Fermentstammlésung, die in den vorherigen 
Versuchen benutzt wurde, gegeben, gut umgeriihrt und nach 10 Minuten 
abzentrifugiert. Der Bodensatz wurde dreimal mit destilliertem Wasser 
ausgewaschen, dann mit 20 cem m/150 sekundiren Phosphats 15 Minuten 
lang eluiert. Nach erneutem Zentrifugieren werden 10 cem des Auszugs 
mit m/15 primiirem Phosphat neutralisiert. Dreifache Verdiinnung dieses 
Praiparats entspricht unserer 600fach verdiinnten Stammlésung. Zum 
Versuch wurden davon 5 ccm gebraucht. Die Elution war eiweiBfrei (Sulfo- 
salicvlséureprobe). 

In Versuch 6, Abb. 6, wurden beide Fermentpriiparate mit KCl, 
wie auch in ihrer Wirkung bei KCN-Zusatz miteinander verglichen. 
Ein Unterschied in der Wirkung auf den Verlauf der H,O,-Spaltung 
lieB sich nicht erkennen. . 

Die bisherigen Versuche haben gezeigt, dal die mit KCN vergiftete 
Katalase nach einer gewissen, von der Giftkonzentration abhangigen 
Zeit sich wieder erholt. Es blieb die Frage offen, ob die Erholung 
spontan trotz Anwesenheit des KCN erfolgt, oder ob sie erst nach 
Zerstérung des Giftes eintritt. 

Es galt zunachst, genauere Beziehungen zwischen Giftkonzentration 
und Zeitpunkt und Grad der Erholung der Katalase festzustellen. 


1) Diese Zeitschr. 140, 63, 1923. 
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Die in diese Richtung fallenden Versuche sollen eingehender mitgeteilt 
werden. 

Versuch 7. Temperatur 14°, 757,5 mm Hg. In vier Kolben wurden je 
50 cem einer 3 prom. H,O,-Lésung gebracht, ferner je 10 eem m/30 Phosphat - 
pufferlésung (py 6,89). Zu Kolben I wurden 10 cem, zu Kolben IT, II, IV 
je 8 cem destillierten Wassers hinzugefiigt, ferner zu Kolben II 2 cem einer 
0O,ln zu Kolben III 2cem einer 0,01 n und zu Kolben IV 2cem einer 
0,001 n KCN-Lésung. Sofort nach dem Ansetzen der vier Kolben wurde 
im Abstand von je | Minute zu jedem Kolben je 10 ccm einer Katalaselésung 
(Stammlésung 1: 2000 verdiinnt) hineinpipettiert und unmittelbar darauf 
mit dem Schiitteln begonnen. Die Ablesung des entwickelten Sauerstoffs 
erfolgte in Abstiémden von 5 Minuten. — Nach 75 Minuten wurden die 
Versuche I und IV, nach 155 Minuten Versuch 3, nach 215 Minuten 
Versuch 2 abgebrochen. Der Gesamtinhalt jedes einzelnen Kolbens betrug 
80 ccm, die Konzentration an KCN daher zu Beginn des Versuchs in den 
Kolben II, I11, TV. baw. 0,0025, 0,00025, 0.000025 n. 


Der Verlauf des Versuchs ist aus der Abb. 7 ersichtlich. Der Versuch 
zeigt, daB bei den Versuchsbedingungen bei einer Endkonzentration 
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an KCN von 0,000025n eine Giftwirkung nicht erkennbar ist; bei 
zehnfach starkerer Giftkonzentration tritt nach etwa 20 Minuten eine 
Erholung des Ferments ein, wobei die abgespaltene gesamte Sauerstoff- 
menge etwa 90 Proz. der im, Kontrollversuch entstandenen betriigt. 
Bei weiterer zehnfach starkerer Giftkonzentration (0,0025n KCN) 
erfolgt die Erholung nach 155 Minuten und die entwickelte gesamte 
Sauerstoffmenge betrigt etwa 55 Proz. derjenigen im Kontrollversuch. 
Mit wachsender Giftkonzentration erfolgt die Erholung des Ferments 
also entsprechend spater; die Katalase erreicht jedoch nicht ihre volle 
Wirksamkeit: je starker die KCN-Konzentration, desto schwiicher 
die schlieBliche Fermentwirkung. 

Es sollte nun weiter untersucht werden, ob wihrend der Vergiftungs- 
phase erneut zugesetztes Ferment sofort voll wirksam ist oder ebenfalls 
vergiftet wird, d. h. ob das Gift vom ersten Ferment in toto in Beschlag 
genommen wird. Zu diesem Zwecke erfolgte in drei Versuchen mit 
gleicher Giftkonzentration der Zeitpunkt des erneuten Katalasezusatzes 
in Verschiedenen Phasen der Vergiftung. 


tar 
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Versuch 8. Temperatur 16°, 760mm Hg. In vier Kolben wurden 
gleichzeitig je 50cem 3prom. H,O,-Lésung gebracht, ferner je 4 ¢em 
m/30 primaren Natriumphosphats und je 6 cem m_/30 sekundiren Natrium- 
phosphats. Zu Kolben IT wurden 10 cem, zu Kolben IIT bis TV je 8 cem 
destillierten Wassers hinzugefiigt, ferner zu Kolben IL bis IV noch je 2 cem 
einer 0,1n KCN-Lésung. Die Endkonzentration an KCN war nach dem 
erstmaligen Zusatz von Ferment 0,0025 n. Sofort nach dem Ansetzen 
der Kolben wurden im Abstand von | Minute je 10 cem der Fermentlésung 
(Verdiinnung |: 2000) in der Reihenfolge Kolben I, II, III, IV zugesetzt, 
mit dem Schiitteln begonnen. Nach 40 Minuten wurde Kolben II, nach 
120 Minuten Kolben IIT, nach 200 Minuten Kolben IV mit lO cem der 
obigen Fermentlésung beschickt. py im Kolben I (elektrometrisch) 7,13. 
Die Erholung der Katalase trat bei Kolben IT nach 150 Minuten, bei Kolben 
IIT nach 120 Minuten, bei Kolben IV nach 175 Minuten ein. Es zeigt sich 
also, daB das vorhandene KCN ausreicht, um die nach 40 Minuten erneut 
zugefiigte Fermentmenge noch vdéllig zu vergiften, da die Erholuing erst 
nach 150 Minuten eintritt. Nach 120 Minuten ist das KCN dagegen kaum 
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Abb. 8. 

noch wirksam, da das zu Kolben III erneut zugesetzte Ferment sich schon 
nach 10 Minuten erholt. Bei Kolben IV wurde das Ferment zugesetzt, 
nachdem die Erholung schon eingetreten und die Sauerstoffentwicklung 
von seiten des zuerst zugefiigten Ferments fast zum Abschlu8 gelangt war. 
Die Sauerstoffentwick!ung. die zuerst nur etwa 50 Proz. der Gesamtmenge 
betragen hatte, setzte nunmehr sofort ein und fiihrte zur weiteren Ab- 
spaltung von Sauerstoff bis zu 78 Proz. des iiberhaupt abspaltbaren. 
Der Verlauf des Versuchs ist aus Abb. 8 ersichtlich. 


Aus diesem Versuch geht hervor, da®B das Gift allmahlich zerstért 
werden mu, da das Verhaltnis der zusammengebrachten Mengen von 
Gift und Ferment in den drei Kolben gleich war, die Giftwirkung aber 
im Laufe des Versuchs abnahm. Andererseits iiben die aus der Um- 
setzung KCN—H, 0, entstehenden Produkte (Cyanat, Oxamid) ihrer- 
seits einen hemmenden Einflu®B auf die Katalase aus, da in diesen 
Systemen auch nach der Erholung nicht der gesamte abspalthare 
Sauerstoff vom Ferment abgespalten wird. Dies zeigt auch der folgende 
Versuch. 


Versuch 9. Temperatur 15,5°, 765mm Hg. In vier Kolben wurden je 

50 cem 3prom. H,O,-Lésung verteilt, je 10 cem m 30 Phosphatpufferlésung 

(Py 7.01, elektrometrisch) und 8,0 cem destillierten Wassers zugefiigt. 

Darauf wurden in jeden Kolben 2 cem einer 0,1 n KCN-Loésung pipettiert, 
Biochemische Zeitschrift Band 160. 19 
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die Zeit notiert, nach 5 Minuten in den Kolben I, nach 60 Minuten in den 
Kolben II, nach 100 Minuten in den Kolben LI1, nach 160 Minuten in den 
Kolben TV 10 ccm Fermentlésung (1: 2000) zugefiigt. Nach 200 Minuten 
wurde zu allen vier Kolben erneut die gleiche Fermentmenge hinzugefiigt. 
Der Verlauf des Versuchs ist aus Abb. 9 ersichtlich. 
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Abb. 9. 


Nach 100 Minuten ist also das KCN vollig zerstért, die Katalase- 
wirkung tritt sofort ein, zeigt aber nur etwa 60 Proz. der Wirkung, 
die die gleiche Menge unvergifteten Ferments hat. 

Das das Cyankalium vom Wasserstoffsuperoxyd beim Schiitteln 
zerstért wird und die entstehenden Produkte die Wirksamkeit der 
Katalase beeintrachtigen, zeigt auch folgender Versuch. 

Versuch 10. Temperatur 16°, 767,5mm Hg. In zwei Kolben wurden 
je 50cem 3prom. H,O,-Lésung, ferner 10 cem einer m/30 Phosphatpuffer- 

lésung (py 7,01, elektrometrisch) 
60 gebracht. Zu Kolben I wurden 











a ‘ 10ceem, zu Kolben II 8ecem de- 
50} + tt + stillierten Wassers hinzugefiigt. Die 
S| Kolben wurden in den Schiittel- 

ze: -Z ™ 
ok t ee ee | + + } apparat gestellt, zu Kolben II 
c N 2cem 0,1n KCN-Lésung pipettiert, 
8 30)s—}—__+__+—__+—__+ +——_+—— beide Kolben verschlossen, 3 Stun- 
Ss | den geschiittelt, dann zu beiden 
oad 1 1 —— : ae Kolben gleichzeitig 10 ccm einer 
| iS Fermentlésung (1: 2000) zugesetzt ; 

x | - . . . 

70 ~ T rite ‘eon nach 45 Minuten die gleiche Menge 
| | | zugefiigt. Den Verlauf des Ver- 





0 0 20 30 4 50 60 70 2 suchs zeigt Abb. 10. 
— Im Kolben II betrigt dem- 
nach die entwickelte Gasmenge 
nur 43,3 Proz. derjenigen des Kontrollversuchs, nach dem zweiten 
Fermentzusatz, am Schlusse des ganzen Versuchs nur 66,3 Proz. 


Abb. 10. 


Zum SchluB wurde noch ein Versuch angestellt, der zeigen sollte, 
ob die Katalasewirkung die gleiche ist, wenn das Ferment gleichzeitig 
mit dem Gift oder erst nach dessen Zerstérung zugefiigt wurde. Hierbei 
wurde eine 0,01 n KCN-Lésung angewandt. 


Versuch 11. Temperatur 18°, 752,5 mm Hg. — Gleichzeitiges Ansetzen 
von drei Versuchen. In jeden der drei Kolben wurden 50 ccm 3prom. 
H,O,-Lésung, 4 cem m 30 primiirer Phosphatlésung, 6 cem m 30 sekundarer 
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Phosphatlésung gebracht. Zu Kolben I wurden 10 cem, zu Kolben II und ITl 
je Scem destillierten Wassers zugefiigt, zu Kolben II und III auch noch 
je 2cem der 0,01n KCN-Lésung. Die angewandte Fermentlisung war, 
wie gewodhnlich, |: 2000 verdiinnt. In Abstand von | Minute wurden zu 
Kolben I und II je 10 cem Fermentlésung zugefiigt, sofort mit dem Schiitteln 
begonnen; nach 120 Minuten wurde die gleiche Fermentmenge zu Kolben ITI 
gefiigt und das Schiitteln fortgesetzt. Nach 180 Minuten wurden zu KolbenII1 
erneut 10 ccm Fermentliésung zugefiigt. py im Kolben I (elektrometrisch) 
6.71. Der Verlauf des Versuchs ist aus Abb.-11 ersichtlich. 

Der Versuch zeigt, dal sowohl bei Kolben II, bei dem der Ferment- 
zusatz sofort erfolgt war, als bei Kolben III, bei dem der Zusatz erst 
nach Zerstérung des KCN geschehen war, die O,-Entwicklung nach 
60 Minuten gleich ist, namlich 45,2 bzw. 43.3ccem. Die endgiiltige 
Spaltung betrigt bei Kolben II 86,8 Proz., bei Kolben III nach er- 
neutem Fermentzusatz 100 Proz. des iiberhaupt abspalt baren Sauerstoffs. 

Die bisherigen Versuche haben im Einklang mit alteren Angaben 
gezeigt, daB eine Vergiftung der Leberkatalase mit KCN nicht zur 


com Sauerstoff 
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Abb. 11. 


vélligen Vernichtung des Ferments fiihrt, sondern dab die Katalase 
sich nach einer gewissen, von der Giftkonzentration abhingigen Zeit 
erholt. Die Erholung erfolgt nach allmahlicher Zerstérung des KC N durch 
das H,O,. Die aus der Umsetzung KCN—H,0, entstehenden Pro- 
dukte haben ihrerseits auf die Katalase einen (schwach) hemmenden 
EinfluB, der sich in der Zerstérung eines Teiles der Katalase bemerkbar 
macht. Die ganze Beobachtung steht in gutem Einklang mit den An- 
sichten von QO. Warburg iiber die KCN-Vergiftung des Atmungs- 
ferments, die auf ciner reversiblen Bildung komplexer Eisen-Cyan- 
verbindungen beruht. 


Il. 

Eine weitere Reihe von Versuchen betraf die Wirkung der \Veutral- 
salze auf Blutkatalase (von Menschenblut), die wir nach dem Verfahren 
von T'suchihashi gereinigt haben. Das Optimum des so gewonnenen 
Ferments ist breit, es erstreckt sich von py 8.7 bis 5.4; starker saure 
Reaktionen schidigen das Ferment in irreversibler Weise. Entsprechend 
den Angaben von Morgulis entsprach die Kinetik bei 100 Proz. Spaltung 


19* 
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dem monomolekularen, bei einer von 60 bis 80 Proz. dem bimolekularen 
Reaktionsverlauf. 

Untersucht wurden die Chloride, Sulfate, Nitrate von K, Na und Ca. 
Bei allen diesen Versuchen betrug das Gesamtvolumen das l0fache der 
yugesetzten Salzlésung. Die Zusammensetzung war die folgende: Phosphat- 
puffer 10 cem, destilliertes Wasser 6 bzw. 5,0 com, H,O, (6prom. Lésung) 
25,0 cem, Fermentlésung 10,0cem. Die angegebenen Salzkonzentrationen 
sind Endkonzentrationen, 

Die Versuche 12 bis 19, die nicht ausfiihrlich wiedergegeben 
werden sollen, priiften die Wirkung der Chloride, Sulfate und Nitrate 
von K, Na und Ca bei neutraler oder der dieser naheliegenden Reaktion 
Py 6,84 bis 7,14 (nur in den Versuchen mit CaCl, war die Reaktion 
etwas saurer: py 5,66 bis 6,82). Die Salzkonzentrationen betrugen 
0,1 n, 0,01 n und 0,001 n. Es ergab sich, daB eine fordernde Wirkung 
der Kationen auch bei den schwachsten Salzkonzentrationen nicht 
beobachtet werden konnte, es kommt ihnen (wie dies die Versuche mit 
Sulfaten zeigen) auch in Konzentrationen von 0,1 n keine hemmende 
Wirkung zu. Von den Anionen war SO{ wirkungslos, Cl’ hemmt die 
Katalasewirkung, ebenso und in noch héherem Grade NO}. Diese 
Befunde stehen mit den Angaben von Michaelis und Pechstein iibet 
ungereinigte Leberkatalase in Ubereinstimmung. 

Das Verhalten der Salze (der Anionen) andert sich jedoch, wenn 
man nicht bei neutraler, sondern bei saurer oder alkalischer Reaktion 
des Mediums arbeitet'). Die diesbeziiglichen Versuche (Anordnung 
wie oben) sollen ausfiihrlicher wiedergegeben werden. 

Die Pufferlésungen waren fiir neutraie Reaktion Phosphatgemisch, 
fiir saure Essigsiture Acetatgemisch, fiir alkalische Glykokoll-NaO H- 
Gemisch. 

Versuch 20 (Tabelle XX). 0,0l1n K,SO,. Kolben I Kontrolle ohne 
Salz, py 6,72. Kolben IT Kontrolle mit Salz, py 6,70. Kolben IIT saure 
Reaktion mit Salz, py 4.02. Kolben IV alkalische Reaktion mit Salz, 


Py TLLT9. 
Tabelle XX. 





Nach os O2 (0°, 760 mm) cm ee Proz. } 
I Il iT IV l ll Ill IV 
5’ 34.2 32.5 11,1 22.8 61.0 58.6 19.8 40.7 
10 468 | 46,1 17,9 32,1 83,4 83,1 32,0 57,3 
15 52.3 52.5 23,2 37.8 93,2 94.6 414 67.5 
20 542 | 538 27,0 we 96 9 482 — 


30 555 | 548 31,5 43,0 98,9 98,7 56,3 76,8 
40 55.9 55.3 34,2 444 99.6 99.6 61,1 79.3 
50 56,1 55,5 35.5 449 100,0 100.0 63,4 3 
Ergebnis. Zwischen Kolben I und II keine Differenz; Kolben ITT zeigt 
starkere Hemmung als Kolben IV. 


1) Vel. hierzu die Erérterungen von Michaelis und Pechstein, 1. ¢., 


wie auch Morgulis, |. ¢. 
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Versuch 21 (Tabelle XX1). 0.0In KCl. Kolben I Kontrolle ohne 
Salz, pg 6,91. Kolben II Kontrolle mit Salz, pg 6,92. Kolben ITT saure 
Reaktion mit Salz, pq 4.09. Kolben IV alkalische Reaktion mit Salz, 
Py 9,89. 


Tabelle XX 1. 





* O, (0°, 760 mm) ccm Proz. 
Nech | ——————____,_— —_—__—___—_— 
I ll Il IV I ll Il IV 
5’ 33,9 32.6 5,7 25,2 62,8 61.2 10.6 46,7 
10 46.9 43.6 93 37.8 86.9 818 17,2 70.0 
15 516 49.6 12.6 44.0 95.6 93,1 23.3 814 
20 53,3 51,6 15.3 46.9 98.7 96.8 28.3 86.9 


35 54.0 53,3 215 498 100.0 100.0 38.0 92,2 
40 54,0 53.3 22.8 50,2 100.0 100.0 42.2 93,0 
50 54.0 53,3 24.8 50,4 100.0 100.0 45.9 93.3 


Ergebnis. Zwischen Kolben I und II keine Differenz. Kolben III 
zeigt starke, Kolben IV nur geringe Hemmung. 

Versuch 22 (Tabelle XXII). 0,01n KNO,. Kolben I Kontrolle ohne 
Salz, pq 7,10. Kelben IIT Kontrolle mit Salz, pg 7,03. Kolben III saure 
Reaktion mit Salz, py 4,09. Kolben IV alkalische Reaktion mit Salz, 
Py 10,32. 


Tabelle XXII. 





Nach 7 O2 (0°, 760 mm) cm ; — Proz 
I ll Il IV I I tT IV 

5’ 22.9 14,7 *) — 15.5 40.4 25.9 -— 27,3 
10 48.7 212 04 23.9 85.9 37.4 ~~ 423 
15 53,1 27.5 O04 33,2 93.6 48.5 _— 58.6 
20 55,0 311 08 36.9 97.0 54.9 — 65.1 
30 56.7 35,0 11 40.0 100.0 617 19 70.5 
40 56,7 37,0 1,1 41,1 100,0 65,3 19 72.5 
50 56,7 28.4 1,1 418 100.6 67,7 i! 73,7 

*) Nach 6’ . 


Ergebnis. Bei Kolben III vdéllige, bei Kolben IIT starke Hemomung: 
bei Kolben IV geringere Hemmung. Mit zunehmender Alkalitét nimmt 
also die hemmende Wirkung des Salzes ab. Das gleiche Ergebnis hatte 
der folgende Versuch. 

Versuch 23. (Tabelle XXITIT). 00ln KNO,. Kolben | Kontrolle 
ohne Salz, pg 7,17. Kolben II Kontrolle mit Salz, ‘pg 7,12. Kolben II 
saure Reaktion mit Salz, Py 4.69. Kolben IV, alkalische Reaktion mut 
Salz, py 11,16. 


Pace: 


ary 


Tabelle X X1I11. 





re 5 


Nach ———— (0°, 760 mm) cm Proz. 
. I Il I IV I ll il IV 
5’ 32.6 15,8 0.6 19.4 57,2 27,7 11 34,0 
10 45.8 23,7 09 35.6 80.4 41.6 16 62.5 
15 53,1 27.0 13 40.9 93,2 474 23 718 
20 55,2 30.0 17 44.3 96.8 52.6 3.0 777 
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Versuch 24 (Tabelle XXIV). 0,0lIn K,SO,, KCl KNO, (Acetat 
puffer). Kolben I Kontrolle ohne Salz, py 4,07. Kolben II Versuch mit 
K,S0O,, pg 4,10.  Kolben IIT Versuch mit KCl, pg 4,07. Kolben IV 
Versuch mit KNO,, py 4,07. 

Tahe Ie anal i. 





Nach Oy, (0°, 760 mm) com ‘Proz. ; 
I II il IV I I il IV 
5 13,7 10,9 5.1 0.0 24.0 19.1 8.9 0.0 
10 27,5 21,5 10,7 0,2 48,2 37,7 18.8 Ow 
15 34,6 27,3 14,4 O04 60,7 47.9 25,3 0.0 
20 39,7 314 17,6 06 69.6 55.1 30.9 0.0 


Bei Kolben | Abschwitchung gegen die Optimalkurve. Bei Kolben II 
bis IV zunehmende Hemmung bis zur vélligen Aufhebung der Katalase- 


wirkung bei Kolben IV. Bei saurer Reaktion wird also die hemmende 
Wirkung der untersuchten Anionen verstirkt. 
Versuch 25 (Tabelle XXV). 0,00In K,SO, KCl KNO,,. 


Kolben I Kontrolle ohne Salz, pg 10,16. Kolben IL Versuch mit K,S80,, 
Py 10,11. Kolben TIL Versuch mit KCl, py 10,28. Kolben IV Versuch 
mit KNO,, py 10,37. 

Tabelle XX V. 





— com Proz 
I I Il IV I I il IV 
5’ 14,2 18,2 19.5 18.0 24.9 31,9 34,2 31,6 
10 29.0 29.2 30.0 29.8 50.9 51,2 52.6 52.3 
15 35,0 34,1 34.6 34,1 614 59.8 60.7 59.8 
20 38,2 37,1 37,3 36,7 67.0 65,1 65.4 65,1 


Ergebnis. Die Fermentwirkung ist in allen vier Versuchen gleich; 
eine Salzwirkung ist nicht zuerkennen. Bei alkalischer Reaktion des Milieus ist 
also die hemmende Wirkung der untersuchten Anionen nicht mehr vorhander. 

Um diese Abhingigxeit der Salz-(Anionen-)Wirkung von der 
H-lonenkonzentration sicherzustellen, wurde noch eine Reihe von 
Versuchen bei von 3,5 bis 8,06 steigendem py 
in der Weise angestellt, daB je vier Versuche 
+ +—~ bei gleichem py angesetzt wurden, von denen 
Kolben I als Kontrolle kein Salz, Kolben II 
ad T lw =H,S80,, Kolben II] KCl, Kolben IV KNO, 
enthielt. Die Endkonzentration der Salze be- 
{+ a trug stets 0,01 n. 


Versuch 26 (Abbildung. 12). Temperatur 19°, 























— fi 763 mm Hg. m/30 Phosphatpuffer. 6prom. H,O,. 
| 0,1n K,SO,, KCl. KNO,. Fermentverdiinnung 

° 2 fo 2: 1000. Versuchsanordnung: in jedem Kolben 
Abb. 12. 10,0cem Puffer, 25,0 cem H,O,, 10,0 cem Ferment. 


In Kolben I 5,0 cem_ destillierten Wassers, 
Kolben II 5,0cem K,S0O,, Kolben III 5,0cem KCl, Kolben TV 5,0cem KN Og. 
Py nach Abbruch des Versuchs in Kolben I 7,25, in Kolben IT 7,30. 
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Versuch 27 (Abb. 13). 
Anordnung wie in Versuch 26. 


Versuch 28 (Abb. 14). 


20° 


%, in 


rH 
762 mm Hg. 


20°, 759mm Hg. 
Kolben I 


Anordnung wie im Versuch 26 
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m 30 Acetatpuffer, pp 3.34 





3.00, 



























































Py in Kolben I 4,14. 
Versuch 29 (Abb. 15). 21°, 757 mm Hg. Anordnung wie im Versuch 26 
Py in Kolben I 5,07. 
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Versuch 30 (Abb. 16). 19°, 763mm Hg.  Thosphatpuffer py 6.11 


Anordnung wie im Versuch 26, 


Py in Kolben 1 6,29, in Kolben IL 6,26, 


Kolben IIL 6,23. 
Versuch 31 (Abb. 17). 21°, 760 mm Hg. Anordnung wie im Versuch 26, 
: Phosphatpuffer py, 7,11. py in Kolben 1 7,26, in Kolben I] 7,19, in KolbenIII 
7.30. 
Versuch 32 (Abb. 18). 21°, 740 mm Hg. Anordnung wie im Versuch 26, 
Py in Kolben I 8,06, in Kolben IT 7,91, in 


in 


Phosphatpuffer py, 7,97. 
Kolben III 7,89. 

Die Versuche ergeben, dab die hemmende Wirkung der gepriiften 
Anionen am gréBten bei saurer Reaktion des Mediums ist; je weiter 
die Reaktion nach der alkalischen Seite — tiber den Neutralpunkt 
hinweg — schreitet, desto geringer wird die abschwichende Wirkung 


der Salze. 
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Zusammenfassung. 

1. Die reversible Vergiftung der Katalase (aus Leber und Blut) 
durch KCN wurde einer eingehenderen Untersuchung unterzogen. Die 
Erholung des Ferments erfolgt nach einer von der Giftkonzentration ab- 
hangigen Zeit, nach Zerstérung des KCN durch das H,O,. Die ent- 
stehenden Oxydationsprodukte iiben ihrerseits einen  (schwach) 
hemmenden EinfluB auf die Katalase aus durch teilweise Zerstérung 


des Ferments. 

2. Die hemmende Wirkung der Anionen SOJ, Cl’, NO; auf die 
Katalase hingt stark von der H -lonenkonzentration des Mediums ab. 
Bei saurer Reaktion (py 3 bis 5) ist diese sehr ausgesprochen, bei alkali- 
scher (py 7,3 bis 8) ist sie schwach bzw. kaum nachweisbar. 





OP AME PAT Fp 


Uber das optische Drehungsvermégen 
der Arabinsiure und der Arabinate der Alkalimetalle. 


Von 
M. A. Rakusin. 


(Eingegangen am 12. Mai 1925.) 


I, Einleitung. 

An einer ganzen Reihe von Proteinen tiberzeugten sich Rakusin 
und seine Mitarbeiter (1), daB die Proteinate der Alkalimetalle gréBeres 
Drehungsvermégen aufweisen als die entsprechenden Proteine, und dal 
das Drehungsvermégen der Proteinate mit dem Atomgewicht des 
Metalls steigt. Spitere Versuche bewiesen die Giiltigkeit dieser Gesetz- 
maBbigkeit auch fiir die Nucleinsiure und deren Salze mit den Alkali- 
metallen (2), und endlich gelang es uns, diese Gesetzmabigkeit auch auf 
Aminosiuren, namentlich Leucin (3) und Asparaginsiure (4) und deren 
Salze auszudehnen. 

Eine theoretische Begriindung fiir diese merkwiirdige Gesetz- 
miaBbigkeit, die, wie es scheint, an Salzen zuerst studiert wird, sind wir 
vorlaufig nicht zu finden imstande. Auch sind wir zurzeit noch nicht 
imstande, anzugeben, ob die erwahnte Tatsache in irgend einer Be- 
ziehung zur bekannten Regel von Oudemans steht, oder ob sie irgend 
einen Beitrag zur Hypothese von Guye (s. unten) liefert. tiber die dic 
Debatte, wie bekannt, noch nicht abgeschlossen ist. 

Allerdings schien es uns sowohl von theoretischem als von prakti- 
schem Interesse, uns zu iiberzeugen, ob diese Gesetzmabigkeit auch fiir 
stickstofffreie, optisch aktive Sauren und deren Salze der Alkalimetalle 
Geltung hat. Als solche wiahlten wir fiirs erste die Arabinsaure. 


Il. Einiges iiber die Zusammensetzung und Eigenschaften des Gummi 
arabicums. 


Die verschiedenen Literaturangaben iiber die chemische Zusammen- 
setzung und Eigenschaften des Gummi arabicums entsprechen nicht 
alle den Tatsachen. Die einzig richtige ist die, nach der das Gummi 
arabicum ein Gemisch der neutralen Salze des K, Mg und Ca re- 
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prasentiert (5), deren Gesamtmenge (Aschengehalt), wie ich mich 
iiberzeugte, 2,25 Proz. betrigt. 

Das spezifische Drehungsvermégen des Gummi arabicums wird 
zu 23 bis — 34° angegeben. Das Praparat, das mir als Ausgangs- 
material fiir Arabinsiure diente, wies eine spezifische Drehung von 

24,8° auf. 


Ill. Das optische Verhalten der Arabinsiure. 

Die Arabinsiure (Arabin, Gummisaure) wurde aus Gummi arabicum 
durch Bearbeitung mit Salzsiiure und darauf folgende Fallung mit 
Alkohol gewonnen. Der weibe, mit Alkohol wohl gewaschene Nieder- 
schlag ergab nach dem Trocknen eine spezifische Drehung — 27,86°. 

Landolt (6) gibt mit Bezug auf Scheibler (7) einen Wert von — 98,5° 
an. und zwar fiir ,,reine Arabinsaiure’*, aus Runkelriiben gewonnen. 
Bei der Lektiire der Originalabhandlung stellte es sich aber heraus, 
dab die von Scheibler 1868 dargestellte Substanz mit der Cellulosesiure 
(Acide cellulique) von Frémy identisch war, welche dieser Forscher 
spiter mit dem Namen _ ,,Metapektinsiure bezeichnete. Schebler 
berichtet ferner, dal} diese Saure wohl linksdrehend ist, ohne jedoch 
einen genauen Drehungswert anzugeben. Die obige Angabe von Landolt 
ist also auf irgend ein Versehen zuriickzufiihren. Nun gibt aber weiter 
Scheibler an, daB seine Saure von Alkalien und alkalischen Erden nicht 
angegriffen wird, waihrend Mineralsiiuren sowie organische Saiuren einen 
die Fehlingsche Lésung reduzierenden Zucker ausscheiden. Hieraus 
zieht er den SchluB, dab die Metapektinsaure ein Glucosid ist. Er operierte 
also mit einer Substanz, die von der Arabinsiure im gegenwirtigen 
Sinne des Wortes ganz verschieden ist. 

Wahrend der Anfertigung dieser Schrift gelang es mir iibrigens, 
eine Angabe fiir das Drehungsvermégen der Arabinsaiure speziell aus 
Gummi arabicum zu finden. Es ist das die Angabe von Béshamp (8), 
nach der [a], = — 35 bis -- 36° ist. 


IV. Das optische Verhalten der Arabinate der Alkalimetalle. 

Das NH,-Salz der Arabinsiure wurde durch Behandlung der 
Arabinsiurelésung mit einer wasserigen Lésung von NH, und Ein- 
dampfen der Lésung zur Trockne dargestellt. Behufs Darstellung 
der Arabinate des Li, Na und K wurde zunichst der Titer der Arabin- 
siure festgestellt, wonach die Salze durch Vermengen von aquivalenten 
Mengen der Siure und der betreffenden Alkalien und Eindampfen der 
Lésungen bis zur Trockne dargestellt wurden. Eine etwaige Spur von 
iiberschiissigem Alkali wurde durch Waschen mit absolutem Alkohol 


entfernt. 
Die so dargestellten Arabinate wiesen folgende Drehungswerte auf: 





Optisches Drehungsvermégen der Arabinsaiure und der Arabinate usw. 287 





Arabinate a l ‘ la}y 
Pa eee : — 03° 1 dm 1.1678 — 17,81° 
i) aaron — 07 os 2.4900 — 19,81 
ek Shs Saree - OF Se 1.2335 — 21,67 
K : 03 Pa 1.3018 — 23,06 


Anmerkung. Die beobachteten Drehungswerte sind in Saccharimeter- 
graden ausgedriickt und zur Berechnung von [a]p in Kreisgrade umgerechnet. 


Aus den vorgetiihrten Daten geht hervor, dab die Arabinate der 
Alkalimetalle eine geringere [a], aufweisen als die Arabinsdure, und dab 
[a]p der Arabinate mit dem Atomgewicht des Metalls steigt. 

Dieser SchluB steht im Einklang mit der spezifischen Drehung 
des Gummi arabicums, welche, wie das auch zu erwarten wiire, etwas 
gréber sein soll, als die des K-Arabinats. 

Zuletzt méchte ich bemerken, dab speziell das optische Verhalten 
einiger Derivate von stickstofffreien Sauren schon friiher von anderen 
Forschern studiert wurde. Guye (9) studierte namentlich die Ester der 
Weinsdure mit Methyl-, Athyl-, Propyl- und Isobutylalkohol und fand 
eine der oben beschriebenen ahnliche Gesetzmabigkeit, wahrend 
Kanonikow (10) das Drehungsvermégen der Tartrate der Alkalimetalle 
und einer Reihe von organischen Basen in wisseriger und alkoholischer 
Lésung untersuchte und zu Resultaten kam, auf die hier nicht niher 
eingegangen werden kann. 

Fraulein Nina Scheinberg, Cand. d. Chem. d. Univ. Odessa, sei 
auch an dieser Stelle mein herzlichster Dank fiir die wertvolle Unter- 
stiitzung bei der Ausfiihrung dieser Arbeit ausgesprochen. 


Literatur. 

1) Journ, d. Russ. physiko-chem. Ges. 1915— 1918. 2) Ebendase|bst 
1916, 8.97. — 3) Ebendaselbst 1917, S. 92. 4) Ebendaselbst, S. 245 
5) Biochem. Handlex. 2, 3, 1911. 6) Das opt. Drehungsverm. org. Verh. 
1898, S. 542. 7) Ber. d. deutsch. chem. Ges. 1, 55— 62, 108, 1868. 

8) Biochem. Handlex. 2, 5, 1911. 9) H. Jones, Grund}. d. physik. Chem. 


(Russ. Aufl. 1911) 135; hierselbst eingehende Literaturangaben. (1890 
-1895). — 10) Journ, d. Russ, physiko-chem, Ges, 22, 369ff., 1891 











Uber das Verhalten des Kaolins 
gegen wisserige Lésungen von Alkohol und einigen Salzen. 
Beitrige zur Kenntnis der negativen Adsorption. VIII. 


Von 


M. A. Rakusin und A. N. Nesmejanow. 
(Aus dem organisch-chemischen Laboratorium der I. Universitat Moskau.) 


(Eingegangen am 12. Mai 1925.) 


Die negative Adsorption in Lésungen von Elektrolyten ergibt sich 
als notwendige Folge der elektrolytischen Dissoziation, da lonen nicht 
adsorbiert werden kénnen. An der Adsorption als rein physikalischem 
ProzeB kénnen nur ganze Molekeln teilnehmen. Diese Tatsache wurde 
in der ersten Mitteilung (1) bewiesen. Aber auch vom Standpunkte der 
bis jetzt unbestritten dastehenden Freundlich-Gibbsschen Theorie der 
Adsorption kann die Méglichkeit der negativen Adsorptionen in 
Léosungen sowohl von Elektrolyten als Nichtelektrolyten nicht ange- 
zweifelt werden, denn es handelt sich in diesen Fallen nur um eine 
Anwendung des Gibbsschen Theorems im umgekehrten Sinne. Und 
ungeachtet dessen mu man zugeben, da wir noch iiber das Wesen 
der negativen Adsorption im unklaren sind. Selbst Freundlich (2) 
bezweifelt die Existenz der negativen Adsorption oder zihlt sie zu 
den sehr selten auftretenden Erscheinungen, wahrend unter den friiheren 
Forschern iiber diese an und fiir sich so einfache Erscheinung einander 
widersprechende Ansichten herrschen, wortiber ebenfalls in der ersten 
Mitteilung die Rede war. 

Des weiteren ist es bemerkenswert, da8 diese Erscheinung nur an 
wenigen Salzen der Alkalimetalle erforscht wurde, wobei als Adsorptions- 
mittel Kohle, Glaspulver und Kaolin angewandt wurden. Speziell an 
Holzkohle untersuchte die negative Adsorption von Alkalihaloiden 
neuerdings Pickles (3). Wir sehen also, daB ein und derselbe pordse 
Stoff sowohl positive als negative Adsorption hervorrufen kann, was 
natirlich in erster Linie von der Beschaffenheit der Oberfliche des 


Adsorbens abhingig ist. 
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Uber Beobachtungen an Nichtelektrolyten sind, soweit die Literatur 
ausreicht, nur zwei Angaben bekannt: die eine von Rakusin und 
Kowarski an einer Lésung von Rohrzucker (1) und die andere von 
Quincke und Wagenmann (4) iiber die Einwirkung von gebranntem 
Ton bzw. Quarzsand auf ein Gemenge von Alkohol und Wasser, wobei 
dem Gemenge Wasser entzogen wird, so da eine Anreicherung an 
Alkohol stattfindet. Diese 1856 gemachte Beobachtung wurde 1860 
von Duclaux und 1886 von Gerstmann bestitigt. 

Wir waren nun iiberzeugt, daB die merkwiirdige Beobachtung 
von Quincke und. Wagenmann ganz der von uns genauer studierten 
Beobachtung Carl Ludwigs an Schweinsblase und wisserigem Alkohol 
ahnlich ist, welch letztere wir in der sechsten Mitteilung (5) beschrieben 
haben. Von diesem Standpunkte ausgehend, wollten wir uns iiber- 
zeugen, wie der ProzeB bei verschiedenen Verdiinnung des Alkohols 
verlaufen wird. Wir erhielten aber wider Erwarten folgende Resultate 


Einwirkung von frisch gegliihtem Kaolin auf wisserige Lésungen von 


Athylalkohol. 





piss Konzentration Da” Konzentration 


vor Ads. nach Ads. vor Ads. nach Ads.] vor Ads. nach Ads. vor Ads. nach Ads 


0.9971 0.9971 16 1.6 0.9398 0.9402 39.9 39.7 
0.9922 0.9922 4.5 45 0.9105 0.9101 53.3 53.5 
0.9872 0.9872 78 78 0.8855 0.8855 64.4 644 
0.9741 0.9743 18.0 17.9 0.8588 0.8589 75.7 75.6 
0.9585 0.9585 29.5 29.5 0.8105 OS8105 94.5 94.5 
0.9538 0.9538 32.4 32.4 





Anmerkung. 1. Die Versuche wurden nach der AufguBmet hode (24 Stdn.) 
mit 10 proz. Kaolin (vom Gewicht der Lésung) ausgefiihrt. 2. Die spezifischen 
Gewichte wurden pyknometrisch bestimmt, und die Konzentrationen nach 
Fownes berechnet. 


Wir sehen somit, daB Kaolin, im Gegensatz zu Gelatine, weder in 
verdiinnten, noch in konzentrierten Lésungen von Athylalkohol 
Konzentrationserhéhung hervorruft. Es fragt sich nun, ob man hier- 
durch die Beobachtungen von Quincke und Wagenmann u. a. als widerlegt 
betrachten kann‘ Wir haben lange dariiber nachgedacht, ohne uns 
diesen Widerspruch erklaren zu kénnen. 

Ebenso erfolglos blieben unsere Versuche mit Kaolin und den 
wisserigen Lésungen folgender 17 Salze: NH,Cl, NaCl, KCl, CaCl,, 
SrCl,, BaCl,, MgCl,, AlC],, FeCl,. ZnCl,, CdCl, HgCl,, NiCl,, MnCl, 
SnCl,, AgNO, und CuSO,. Dab’ wir mit NaCl vor einigen Jahren 
zu einer negativen Adsorption kamen, haben wir in der ersten Mit- 
teilung berichtet. Aber auch mit CuSO,-Lésung (10 Proz. Kaolin, 
24 Stunden) haben wir vor kurzem negative Adsorption beobachtet, 


wie das aus folgenden Daten erhellt: 
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Cc 0.5214, C 0.5415, X 0.0201, wo ec die Konzentration 
vor der Adsorption bedeutet, C = nach der Adsorption und X = die 
nach der Formel von Rakusin und Génke (6) berechnete adsorbierte 
Wassermenge auf 100g Lésung. Wir sehen somit, daB auch ein und 
derselbe Experimentator bei der Arbeit mit.ein und demselben Ad- 
sorbens auf verschiedene Resultate kommen kann, was iibrigens schon 
daraus folgt, da pordése Stoffe (s. oben) sowohl positive als negative 
Adsorption hervorrufen kénnen. 

Von der Angabe der iibrigen Zahlendaten sehen wir, um Raum 
zu sparen, ab. 

Diese Widerspriiche sowie die Widerspriiche in den Angaben aller 
friiheren Forscher, mit Ausnahme von Herzog und Adler (s. unten), 
scheinen in der verschiedenen Beschaffenheit der betreffenden Adsorbenzien 
ihre Erklarung zu finden. So fanden z. B. vor kurzem Boudouard und 
Lefranc (7), daB die Kaoline des Handels in ihrer Zusammensetzung 
stark variieren und bedeutende Abweichungen von der theoretischen 
Zusammensetzung des Kaolins Al,O,.2 SiO, .2H,O aufweisen. Dak 
diese Betrachtungen der eben genannten Forscher auch beim Studium 
der Filtrations- bzw. Adsorptionserscheinungen in der Chamberland- 
Kerze von Bedeutung sein kénnen, versteht sich von selbst. 

Was nun die Ansichten von Herzog und Adler anbetrifft, so wurde 
bereits in der dritten Mitteilung (8) erértert, daB es sich dort um 
scheinbare negative Adsorption handelt. In Wirklichkeit aber findet 
hierbei nur ein Ubergang der Gelatine in Lésung statt. 
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Experimentelle 
Untersuchungen iiber Gewéhnung an Alkohol bei Menschen. 


Von 
Klaus Hansen. 
(Aus dem pharmakologischen Institut der Universitat Oslo [Kristiania ]}.) 


(Eingegangen am 14, Mai 1925.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Die meisten alkohologischen Autoren nehmen an, dab beim Menschen 
eine Gew6hnung an den Alkohol stattfinde; sie stiitzen sich dabei teils 
auf Experimente, teils auf klinische Beobachtungen. Nach den Arbeiten 
zu urteilen, die auf diesem Gebiete vorliegen, scheint die Gewéhnung 
teils auf einer erhéhten Widerstandsfihigkeit der Kérperzellen gegen 
den Alkohol, teils auf einer Steigerung der Fahigkeit des Organismus, 
sich des Alkohols durch Verbrennung zu entledigen, beruhen zu kénnen. 
Vorliegende Arbeit soll dazu beitragen, diese letztere Méglichkeit zu 
beleuchten. 

Eine kraftigere Alkoholverbrennung nach Gewéhnung ist wahrschein- 
lich gemacht von Hunt (4) fiir Mduse und Meerschweinchen und direkt 
nachgewiesen von.J. Pringsheim (5) fiir Ratten und Kaninchen, und von 
Voéltz und Dietrich (8) fiir Hunde. Der Unterschied ist indessen nicht grok: 
nach einer taglichen Alkoholgabe von etwa 3g pro Kilogramm Kérper 
gewicht wa&hrend 3 Wochen, verbrannten Pringsheims Versuchstiere den 
Alkohol in etwa zwei Drittel der normalen Zeit. 

Die letzte Arbeit tiber Gewéhnung an Alkohol wird durch Faure und 
Loewes (1) umfassende Versuche an Kaninchen repriisentiert. Die beiden 
Autoren, deren Versuche hauptsichlich den ersten 2 Stunden nach det 
Alkoholaufnahme gelten, finden, daB sich fiir diesen Zeitraum kein Unter- 
schied im Verlauf der Konzentrationskurven bei gewéhnten und _ nicht 
gewohnten Kaninchen nachweisen ]&8t, der fiir eine raschere Verbrennung 
bei den ersteren sprache; dagegen erfolgt die Resorption des Alkohols 
schneller bei gewéhnten Tieren. 

Beim Menschen ist die Frage von Schweisheimer und von Gabbe unter- 
sucht worden, die beide Blutalkoholkurven bei Versuchspersonen von 
verschiedenem Gewéhnungsgrade aufgenommen haben. Da sehr bald 
nach der Aufnahme einer Alkoholdosis annahernd Diffusionsgleichgewicht 
zwischen der Alkoholkonzentration im Blute und in den Geweben eintritt, 
und da nichts dafiir spricht, daB die Alkoholausscheidung bei Gewéhnung 
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steigt (7, 9, 5), so wird eine niedrigere Alkohoikonzentration-kurve im Biute 
bzw. ein schnelleres Verschwinden des Alkohols aus dem Blute bei gewGhnten 
Personen auf eine intensivere Verbrennung deuten. Gabbe (2) gab seinen 
Versuchspersonen den Alkohol intravendés in lO proz. Lésung. Sein Gedanke. 
die Verschiedenheiten in der Resorption dadurch auszuschalten, daB er 
den Alkoho! direkt ins Blut injizierte, ist zweifellos richtig. Aber infolge 
der kleinen Alkoholmengen, die man auf diesem Wege den Versuchspersonen 
beibringen kann (in casu 0,3 g pro Kilogramm Kérpergewicht), tibersteigt 
der Unterschied zwischen der Alkoholkonzentration des Blutes bei gewéhnten 
und nicht gewé6hnten Personen in Gabbes Versuchen im grofen und ganzen 
nicht die Differenz zwischen den Konzentrationen bei den einzelnen Indivi- 
duen innerhalb jeder der beiden Gruppen. Gabbes Kurven scheinen mit 
daher weniger beweisend fiir eine raschere Verbrennung als Schweisheimers 
Dieser Autor(6) gab 12 Personen nur miinnlichen Geschlechts, von denen 
zwei Abstinenzler, vier an miaBigen AlkoholgenuB Gewéhnte und sechs 
Potatoren waren, 1,25g absoluten Alkohols pro Kilogramm Kérper- 
gewicht in Form von Wein und bestimmte in Pausen den Alkoholgehait 
des Biutes wihrend der folgenden 7 bis 12 Stunden. Das Ergebnis war, 
dali die Abstinenzler im allgemeinen héhere Alkoholkonzentrationen und 
ein spiteres Verschwinden des Alkohols aus dem Blut aufwiesen als die 
MaBigen, und diese wiederum héhere Konzentrationen und spiiteres Vet 
schwinden als die Trinker. 

Ein Einwand |aBt sich gegen Schweisheimer erheben. Er stiitzt sich 
auf einen Vergleich zwischen Versuchspersonen, deren Vergleichbarkeit 
nicht unbedingt gegeben ist, unter anderem, weil ein und dieselbe Alkoho! 
dosis pro Kilogramm in Wirklichkeit fiir ein fettes (oder, was oft damit 
gleichbedeutend ist, schweres) Individuum gréWer ist als fiir ein mageres 
(vgl. den Verteilungskoeffizienten des Alkohols Fett Wasser). Dafiir bieten 
Schweisheimers eigene Versuche Beispiele. So zeigt Versuchsperson Nr. 10, 
die 99kg wog und daher eine absolute Alkoholmenge erhielt, die beinahe 
50 Proz. iiber der der anderen lag, Gbwohl es sich um einen Potator handelte. 
eine Alkoholkonzentration im Biut, die der bei den beiden untersuchten 
Abstinenzlern gefundenen entspricht. 


Sichere Resultate darf man erwarten, wenn man die Alkohol- 
verbrennung bei ein und demselben Individuum im ungewéhnten 
und dann im alkoholgew6hnten Zustande untersucht, also nach dem von 
Tierexperimenten tiber Gewohnung an Gifte her wohlbekannten Prinzip. 
In vorliegender Arbeit ist dieser Weg gewahlt worden. 

Versuche dieser Art bei Menschen sind mit betrichtlicher Ver- 
antwortung verbunden. Es ist unbedingt erforderlich, dafB man nur 
Versuchspersonen benutzt, bei denen man keinen Grund hat zu_be- 
fiirchten, daB sie durch die Versuche Geschmack am Alkohol bekommen. 
Um die Chancen fiir einen positiven Ausfall der Gew6hnung zu erhéhen, 
ist es ferner wiinschenswert, als Versuchspersonen junge Individuen 
zu wahlen, die méglichst gar nicht an Alkohol gewéhnt sind. Da sich 
in meinen Bekanntenkreisen keine vollstindig alkoholungewohnten 
Personen fanden, die bereit waren, an den Versuchen teilzunehmen, 
wandte ich mich an eine hiesige Enthaltsamkeitsorganisation. Diese 
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bezeichnete mir zuvorkommenderweise zwei ihrer jiingeren enthusiasti- 
schen Mitglieder, ein mannliches und ein weibliches, die bisher nie 
Alkohol in irgendwelcher Form genossen hatten, und die sich aus Interesse 
fiir die Alkoholfrage fiir die Versuche zur Verfiigung stellten. 

Die Riicksicht auf die Versuchspersonen bewirkte, daB die Ver- 
suchsdosis verhaltnismaBig niedrig gewihlt wurde: 0,5 g absoluten 
Alkohols pro Kilogramm Kérpergewicht am Tage. An den Tagen, 
an denen Blutproben entnommen wurden, kamen die Versuchspersonen 
morgens mit niichternem Magen ins Laboratorium und erhielten hiet 
ein leichtes Friihstiick von immer der gleichen Zusammensetzung 
(drei Stiicke Butterbrot und eine Tasse Tee). 2 Stunden spater wurde 
der Alkohol mit Wasser auf 10 Proz. verdiinnt im Laufe von 20 Minuten 
eingenommen, worauf mit Zwischenraumen Blutproben zur Analyse 
auf Alkohol durch Punktion der Vena mediana cubiti entnommen 
wurden. An jedem Versuchstage wurde mindestens eine Kontrollanalyse 
des Blutes vor der Alkoholaufnahme gemacht. Von solchen Blutprobe- 
serien wurden nun drei bei jeder Versuchsperson entnommen, namlich 
je eine am ersten und letzten Tage der Versuchsperiode und eine an 
einem Tage ungefihr in der Mitte der Periode. In den dazwischen 
liegenden Tagen kamen die Versuchspersonen nur, um die Alkohol- 
dosis zu trinken. 

Die chemische Methode zur Alkoholbestimmung war eine Ver- 
einfachung der anderenorts (3, 34ff.) beschriebenen. Das Blut wurde 
in einer Menge von ungefahr 5g in einem tarierten Erlenmeyerkolben, 
der 15 cem gesittigter Pikrinsiurelésung enthielt, aufgefangen. Der 
Kolben wurde mit einem Gummipfropfen verschlossen und gewogen. 
Dann wurde der Alkohol direkt in eine Vorlage iiberdestilliert, die aus 
Bichromatschwefelsiure mit bekanntem Bichromatgehalt bestand. 
Nach beendeter Destillation Verdiinnung mit 100 ccm destillierten 
Wassers in einem Erlenmeyerkolben und Zuriicktitrierung der nicht 
reduzierten Bichromatmenge mit Thiosulfatlésung nach Zusatz von 
l0cem 10proz. Jodkaliumlésung und Starke als Indikator. Die in 
einem Blindversuch reduzierte Menge wird abgezogen. Die absolute 
Fehlergrenze der Methode liegt bei einigen Hundertsteln Promille 


Erste Versuchsperson. 


Esther O., 20 Jahre alt, Kérpergewicht etwa 52 kg, unveriindert wihrend 
der Versuchsperiode; in gutem Ernihrungszustand. Hat als Kind an 
Skrofulose gelitten, ist aber jetzt gesund. Ist von Kindheit an Mitglied 
einer Totalenthaltsamkeitsorganisation gewesen und hat nie Alkohol in 
irgendwelcher Form zu sich genommen. Vater angeblich Potator. Dauer 
der Versuchsperiode 26 Tage. Alkoholdosis pro Tag 26g, mit einem Tage 
Unterbrechung. Gesamtalkoholkonsum 650g Alk. absol, 12.5¢ pro 
Kilogramm. 


B.ochemische Zeitschrift Band 160. pa i) 
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1. Versuchstag, 11. November 1921. 
1. Blutprobe 12505’, Alkoholgehalt 0,06 Prom., Alkoholaufnahme 
12550’ bis 1410’, 26g Alk. absol. 
2. Blutprobe 1545’ Alkoholgehalt 0,52 Prom. 
3. ; 4 45 * 6.15 .. 
Vom 12. bis einschl. 18. November tiglich 26g Alkohol, im ganzen 
182 g. 


2. Versuchstag, 19. November 1921. 
1. Blutprobe 10510’, Alkoholgehalt 0,02 Prom., Alkoholaufnahme 
11b40’ bis 125, 26g Alk. absol. 
2. Blutprobe 12500’  Alkoholgehalt 0,04 Prom. 


3. - 1 00 o 0,44 —Cy, 
4. , 2 00 = Gas ws 
5. ‘ 3 00 we O21 ,, 
6 s 4 00 a 0.05 ., 
7 = 5 00 Spuren 


4. or) 

Vom 20. bis einschl. 28. November taglich 26 g Alkohol, im 
ganzen 234g Alk. absol. 

29. November, kein Alkohol. 

Vom 30. November bis einschl. 5. Dezember taglich 26g Alkohol, 
im ganzen 156g Alk. absol. 


3. Versuchstag, 6. Dezember 1921. 
1. Blutprobe 10505’ Alkoholgehalt 0,02 Prom. 
2. - 11 35 * 0,02 
Alkoholaufnahme 11540’ bis 12500’, 26g Alk. absol. 
3. Blutprobe 12500’ Alkoholgehalt 0,09 Prom. 


4. 7 1 00 ai 0,49 ,, 
5 3.00 a 0.14 

6. i 4 00 m  —_ 
, 3 ” 5 00 -~ O26 « 


Erkennbare Zeichen von Berauschung bot die Versuchsperson nicht. 
Auch die subjektiven Zeichen waren wenig ausgesprochen; ein sicherer 
Unterschied zwischen dem ersten und dem letzten Alkoholtage war angeblich 
nicht zu spiiren. Der Alkohol war der Versuchsperson bis zuletzt wider- 
wartig. In Abb. | ist der Alkoholgehalt des Blutes an den 3 Versuchstagen 
bei der ersten Versuchsperson graphisch wiedergegeben. 
pm 
06r 
05+ 
o# 
03+ 
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Abb. 1. Graphische Darstellung des Alkoholgehalts des Blutes bei der ersten Versuchsperson. 
Die Ordinate bezeichnet die Alkoholkonzentration in Promille, die Abszisse die Zeit in Minuten 
in positiver und negativer Richtung vom Schlu8 der Alkoholaufnahme an gerechnet. 

. die Alkoholkurve fur der ersten, ----- fiir den zweiten 
und 


fur dea dritten Blutprobetag. 
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Der Fall, den die Kurven mit steigender Gewéhnung zeigen, ist so klein, 
daB er keine Schliisse zulaBt. Bei dieser Versuchsperson ist also nach 
Gewéhnung mit 650g Alkohol im Laufe von 26 Tagen kein sicher nach- 
weisbarer Unterschied in dem Verbrennungsvermégen fiir Alkoho! eingetreten. 


Zweite Versuchsperson. 


K., 20jahriger junger Mann. Kérpergewicht etwa 65 kg, mager. Ist 
nie ernstlich krank gewesen. Von Kindheit an Mitglied des Totalenthalt- 
samkeitsvereins; hat nie Alkoho! in irgendwelcher Form genossen. Vater 
Potator. Dauer der Versuchsperiode 23 Tage. Alkoholdosis pro Tag 32,5 g, 
mit eintagiger Unterbrechung. Gesamtalkoholkonsum 715g Alk. absol. 

10.5g pro Kilogramm Kérpergewicht. 


1. Versuchstag, 16. November 1921. 


1. Blutprobe 10540’ Alkoholgehalt 0,04 Prom. 
‘ - 12 10 ” 0,01 -_ 
Alkoholaufnahme 12510’ bis 12530’, 32,5 g Alk. absol. 


3. Blutprobe 12530’ Alkoholgehalt 0,28 Prom. 
4. - 2 30 se O51 
5. pe 3 30 ea 0,41 an 


17. bis einschl. 30. November taglich 32,5g Alkohol, ausgenommen 
am 29. November, im ganzen 422,5g Alk. absol. 


2. Versuchstag, 1. Dezember 1921. 
1. Blutprobe 10605’ Alkoholgehalt 0,01 Prom. 
2. a 11 30 is 0,01 
Alkoholaufnahme 11540’ bis 12800’, 32,5 ¢ Alk. absol. 


3. Blutprobe 12500’ Alkohoigehalt 0,17 Prom. 
4. 1 00 ” 0.49 

5. 2 00 = 0.36 ,, 
6. 3.00 a 0,19 

: 5 00 F 0.02 


Vom 2. bis einschl. 7. Dezember 32,5 g Alkohol pro Tag, im ganzen 
195¢@ Alk. absol. 


3. Versuchstag, 8. Dezember 1921. 

1. Blutprobe 10b20') = Alkoholgehalt 0,01 Prom. 
Alkoholaufnahme 11555’ bis 12615’, 32,5¢ Alk. abso. 

2. Blutprobe 12h15' Alkoholgehalt 0,09 Prom. 


3. 115 _ 0,25 
a, 2 15 0,42 
5. 3°15 _ 0,12 
6. 415 - 0.03 


Die Versuchsperson bot auBerlich keine erkennbaren Zeichen von 
Berauschung. Subjektiv gab sie Schweregefiih!] im Kopf und Schlafrigkeit an. 
An den Versuchstagen fiel sie zwischen den Blutproben oft in tiefen Schlaf,. 
Ein Unterschied in der Wirkung zwischen erstem und letztem Versuchstage 
konnte nicht sicher beobachtet werden. 
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In Abb. 2 ist der Alkoholgehalt des Blutes bei der zweiten Versuchs 
person in graphischer Form wiedergegeben. 





or j 
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Abb, 2. Graphische Darstellung des Alkoholgehalts des Blutes bei der zweiten Versuchsperson 
Die Ordinate bezeichnet die Alkoholkonzentration in Promille, die Abszisse die Zeit in Minuten 
in positiver und negativer Richtung vom Schlu® der Alkoholaufnahme an gerechnet. 


Alkoholkurve fiir den ersten, ----- fur den zweiten 
und fur den dritten Versuchstag. 





Die Alkoholkurven haben bei der zweiten Versuchsperson im ganzen 
denselben Charakter wie bei der ersten. Bei beiden liegt die maximale 
Alkoholkonzentration um 0,5 Prom., und bis zur vollstandigen Verbrennung 
der aufgenommenen Menge scheint eine Zeit von 4 bis 5 Stunden zu vergehen. 

Auch bei dieser Versuchsperson zeigt der erste Teil der Kurven, det 
den ersten 2 Stunden nach der Alkoholaufnahme entspricht, mit steigender 
Gewohnung keine eindeutigen Differenzen. Dieses Resultat stimmt also 
mit dem iiberein, was Faure und Loewe bei Kaninchen fanden, daB niimlich 
2 Stunden nach der Alkoholaufnahme kein sicherer Unterschied zu beob- 
achten war. 

Wenn eine raschere Verbrennung nach Gewébnung vorliegt, miissen 
wir indessen erwarten, daB sie am deutlichsten gegen das Ende der Kurven 
zu hervortreten wird, weil sie dann linger Zeit gehabt hat zu wirken, und 
weil der komplizierende EinfluB der rascheren Resorption der gewéhnten 
Individuen dann vorbei ist. 

Betrachten wir nun den absteigenden Teil der Kurven, der dem Zeit- 
raum 3 bis 4 Stunden nach dem AlkoholgenuB entspricht, so finden wir 
bei der zweiten Versuchsperson ein interessantes Verhalten: Wiahrend das 
Blut 3 Stunden nach dem Alkoholgenu®B am ersten Tage einen Alkohol- 
gehalt von 0,41 Prom. hatte, enthielt es am zweiten Tage 0,19 und am 
dritten Tage 0,12 Prom.; und 4 Stunden nach der Alkoholaufnahme war 
der Gehalt am zweiten Versuchstage 0,11 Prom. (Interpolation) gegen 
0,03 Prom. am dritten Tage. Die Alkoholkonzentration fallt also mit 
steigender Gewéhnung. Da die Differenzen relativ betrachtet recht be- 
deutend sind, scheint der SchluB gerechtfertigt, daB bei dieser Versuchs- 
person eine raschere Alkoholverbrennung infolge der Gewéhnung vorliegt. 

Irgend ein Grund dafiir, warum die zweite Versuchsperson empfinglicher 
fiir die Gew6hnung ist, |4Bt sich nicht nachweisen. Wir miissen annehmen, 
daB individuelle Veeschiedenheiten in der Empfanglichkeit fiir die Alkohol- 
gewéhnung vorliegen, wie wir sie auch sonst bei Menschen und Tieren fiir 
eine Reihe anderer Formen von Gewéhnung an Gifte kennen. 


Unsere Versuche fiihren uns daher zu dem SchluB, daB eine tagliche 
Alkoholdosis von 0,5 g pro Kilogramm 3 bis 4 Wochen hindurch bei 
einzelnen jungen, nicht gew6hnten Personen eine etwas raschere Alkohol- 
verbrennung zu bewirken vermag, bei anderen dagegen nicht. 














297 


Gewéhnung an Alkohol bei Menschen. 


Bei gréBeren Dosen und laingeren Versuchsperioden wiirde man 
wahrscheinlich die Gewéhnungsfahigkeit des Organismus vollstandiger 
ausnutzen und dadurch das Oxydationsvermégen hoher — treiben. 
Schweisheimers Kurven von Potatoren, die vermutlich als optimal 
gewohnte zu betrachten sind, zeigen indessen, da das erreichbare 
Maximum begrenzt ist. 

Die Versuche bestitigen die Befunde von Schweisheimer und 
Gabbe und machen die Existenz einer erhéhten Alkoholtoleranz, die 
auf einer kraftigeren Oxydation infolge von Gew6hnung beruht, wahr- 
scheinlich. Sie zeigen indessen, dab die Geschwindigkeit, womit die 
Gewohnung erfolgt, im Vergleich zu vielen anderen Giftstoffen (z. B. 
Morphin) relativ klein ist. Uber eine eventuell gleichzeitig vorkommende 
Zellimmunitat geben die Versuche keine Auskunft. 


Zusammenfassung, 

In den beschriebenen Versuchen, die sich mit dem Verhalten der 
Alkoholverbrennung beim Menschen bei Gew6hnung befassen, erhielten 
zwei 20jahrige Versuchspersonen, die bis dahin nie Alkohol in irgend- 
welcher Form genossen hatten, 3 bis 4 Wochen lang taglich 0,5 g ab- 
soluten Alkohols pro Kilogramm Kérpergewicht. An _ bestimmten 
Tagen wurden von Zeit zu Zeit Blutproben zur Bestimmung des Alkohol- 
gehalts des Blutes entnommen. Wahrend die Alkoholkurve des Blutes 
sich bei der einen Versuchsperson konstant hielt, sank sie bei der anderen 
im Laufe der Versuchszeit etwas, was auf eine gesteigerte Alkohol- 
verbrennung infolge von Gewéhnung bezogen wird. 


Literatur. 
1) W. Faure und S. Loewe, diese Zeitschr. 148, 47, 1923. 2) E. Gabbe, 


Deutsch. Arch. f. klin. Med, 122, 81, 1917. — 3) K. Hansen, Untersuchungen 
iiber den Einflu8 des Alkohols auf die Sinnestiitigkeit bei bestimmten 
Alkoholkonzentrationen im Organismus. Heidelberg 1924. 4) R. Hunt, 
Public Health- and Marine Hospital Service of the United States Hygienic 
Laboratory, Bulletin 33, Washington 1907. 5) J. Pringsheim, diese Zeit- 
schrift 12, 143, 1908; Inaugural-Diss. Breslau 1908, 6) W. Schweisheimer, 
Deutsch. Arch. f. klin. Med. 109, 271, 1913; Inaugural-Diss. Miinchen- 
Leipzig 1913. 7) W. Voltz und Baudrevel, Pfliigers Arch. 188, 85, 1911 

8) W. Véltz und W. Dietrich, diese Zeitschr. 68, 118, 1915. 9) W. Véltz 
und J. Paechiner, ebendaselbst 52, 73, 1913. 











Uber die Wirkung des Santonins auf den Blutzucker. 


Von 
A. Stasiak. 


(Aus dem physiologischen Institut der k. ungar. Péter- Pazmany- Universitit 
Budapest.) 


(Eingegangen am 16. Mai 1925.) 


Das Le Princesche pharmazeutische Laboratorium in Paris 
empfiehlt gegen Diabetes mellitus die santoninhaltigen Pillen des 
Dr. Séjournet. Nach seinen Anzeigen soll das Santonin alle Symptome 
des Diabetes, hauptsichlich die Glycosurie, giinstig beeinflussen. 
Santonin als Antidiabeticum ist uns nicht bekannt, denn fiir gew6hnlich 
wird dasselbe nur als Anthelminthicum angewandt, und auch da mit 
besonderer Beriicksichtigung seiner unangenehmen Nebenerscheinungen. 


Diedie Pharmakologie des Santonins betreffenden bisherigen Tierversuche 
ergeben, daB Santonin ein krampferregendes Gift ist. welches seine Wirkung 
auf die motorischen Rindenzentren ausiiben soll; es verursacht Senkung 
der Kérpertemperatur. Bradycardie, Pupillenverengung. Ob es auf den 
diabetischen Stoffwechsel des Menschen irgend einen Einflu® ausiibt. 
untersuchte Walterhdjer'), indem er die erwihnten Dr. Séjournetschen 
Pillen verwendete. Er verabreichte dieselben langere Zeit Diabetikern. 
sowie auch kristallisiertes Natrium santoninicum in Dosen von 0,02 g. 
Er konnte aber keine Beeinflussung weder der Glykosurie, noch der 
Acetonurie beobachten. Nebenerscheinungen sah er keine auftreten, trotz 
der oft wochenlangen Darreichung des Santonins. Blutzuckerbestimmungen 
unternahm er nicht. 


Sonstige in dieser Richtung ausgefiihrte Versuche mit Santonin 
fand ich in der Literatur nicht verzeichnet. Darum diinkte es mir 
von Interesse, die Wirkung des Santonins auf den Kohlenhydrat- 
stoffwechsel bzw. auf den Blutzucker normaler Tiere zu untersuchen. 

Als Versuchstiere wihlte ich Kaninchen. Das Santonin wurde in 
wisseriger, spiter in dliger Suspension mit der Schlundsonde den Tieren 
nach 10- bis l5stiindigem Hungern zugefiihrt. Im Verlaufe des ganzen 
Versuchs bekamen die Tiere des éfteren, gewé6hnlich drei- bis vierma! 


') Walterhéfer, Berl. klin. Wochenschr. 1911, S. 421. 
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0,30 bis 0,40 g Santonin. Anfangs gebrauchte ich die Séjournetschen Pillen') 
(& 0,02 g Santonin), spater wandte ich Natrium santon. eryst. an. Die 
Blutentnahme geschah aus der Marginalvene des Ohres, der Zucker wurde 
darin nach der Bangschen Mikromethode in der Ernst Weiszschen Modi 
fikation bestimmt. Ein Teil der Zuckerbestimmungen wurde von Herrn 
stud, med. Lang ausgefiihrt. 

Bei den ersten Versuchen wurde der Blutzucker in 1!,- bis 2stiin- 
digen Zeitriumen nach der Darreichung des Santonins untersucht 
Doch, da die so erhaltenen Werte keine Abweichung von den normalen, 
tiglichen Blutzuckerschwankungen zeigten, wurden im weiteren die 
stiindlichen Untersuchungen weggelassen und blo taglich ein- bis 
zweimal durchgefiihrt. Wahrend der Dauer je eines Versuchs bekamen 
die Tiere des 6fteren 0.30 bis 0.40 g¢ Santonin, so daB im Verlaut der 
Versuche je ein Tier 0,20 bis 0.35 g Santonin pro Kilogramm Kérper- 
gewicht erhielt. 

Bei dem ersten Versuchstiere (Tabelle 1) konnte man durch lingere 
Zeit gar keine Verinderungen bemerken. 14 Tage nach der ersten 
Santoningabe fiel mir die Niedergeschlagenheit des Tieres auf, trotz 
guten Appetits magerte es stark ab; die Blutzuckerwerte waren normal 
Nach einigen Tagen trat in allen Muskeln auffallende Schlaffheit auf 
im Zusammenhang damit (21. November, also am 22. Tage nach der 
Santoninzufuhr) fiel der Blutzucker auf 0,069 Proz. Am nachsten Tage 
triih betrug er 0,059 Proz.; den ganzen Tag sal} das Tier fast regungslos 
im Kafig mit groBer allgemeiner Muskelschlaffheit. Denselben Tag 
um | Uhr 50 Minuten, als wir das Tier zur Blutentnahme herausnahmen, 
streckte es sick plétzlich dahin mit ganzlich schlaffen Muskeln, an 
den Extremititen traten Krimpfe auf, die Kérpertemperatur sank 
der Blutzucker war 0,026 Proz. Da wurden dem Tiere 2 g¢ Dextrose 
subkutan injiziert, und es wurde in einen Brutschrank von 37° C gelegt 
Nach kaum 10 Minuten kam das Tier so weit zu sich, daB es sich auf- 
setzte und fraB, obzwar das Kauen nur miihsam ging. Nach etwa 
11, Stunden war der Blutzucker 0,138 Proz., gegen Abend sank er 
auf 0,094 Proz. Am nichsten Tage fiel er weiter auf 0,063 Proz., das 
Tier zeigte ganz aihnliche Erscheinungen wie tags zuvor, welche nach 
Dextroseinjektion sich immer schnell besserten.  SchlieBlich fiihrte 
dieser Zustand am nichsten Tage zum Tode des Tieres. 

Das zweite Kaninchen (Tabelle II) verhielt sich ganz ahnlich 
In den ersten Tagen schien das Tier ganz normal, mit normalem Blut- 
zucker. Am zehnten Tage des Versuchs war wieder die Niedergeschlagen- 
heit des Tieres auffallend ; dabei gebrauchte es die hinteren Extremitaten 


') Die Pillen des Dr. Séjournet wurden mir von der Vertretung des 
Le Princeschen Laboratoriums:  ,,Panacea‘‘ Pharmakol.-chem. A.-G., 
Budapest, giitigst zur Verfiigung gestellt. 
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ungeschickt, dieselben schienen etwas paretisch. Diese Parese wurde 
immer ausgesprochener, und allmahlich entwickelte sich die schon aus 
dem vorigen Versuch bekannte Schlaffheit. Am 16. Tage des Versuchs 
(20. November) sank der bis dahin normale Blutzucker auf 0,021 Proz.; 
in den Mittagsstunden streckte sich das Tier, an den ganz schlaffen 
Extremitaten traten zeitweise Zuckungen auf, starke Senkung der 
Kérpertemperatur. Nach 2g Dextrose subkutan erholt sich das Tier 
im Brutschrank ein wenig, die Parese der hinteren Extremitaten 
schwindet nach einer Zeit und tritt eher an den vorderen auf: der 
Blutzucker betragt 0,026 Proz. Das Tier bekommt von neuem 1 g 
Dextrose subkutan, worauf es, beilaufig nach einer halben Stunde. sich 
im Brutschrank aufsetzt und fribt. Nach weiteren 11, Stunden ist 
der Blutzucker 0,186 Proz. Anderentags gelang die Blutentnahme 
kein einziges Mal; auch nach Durchschneidung der Marginalvene trat 
kaum eine merkliche Blutung auf. Das Tier wae den ganzen Tag iiber 
in einem moribunden Zustande ; am Nachmittag traten wieder dieselben 
Symptome wie tags zuvor auf, von welchen das Tier sich nach 2g 
Dextrose im Brutschrank bald erholt. Am nachsten Tage friih fanden 
wir es im Kiafig dahingestreckt: schwere Dyspnoe, arhythmischer, 
kaum fiihlbarer Herzschlag, groBe Cyanose ; nach 2 g Dextrose subkutan 
erholt es sich im Brutschrank binnen einer Viertelstunde. Die Blut- 
entnahme gelang erst spat nachmittags, der Blutzucker war 0,049 Proz. 
Die Krampfe an den schlaffen Extremititen sowie die starke Senkung 
der Kérpertemperatur wiederholen sich; 2g Dextrose bringen wieder 
Besserung. Am nichsten Tage friih Exitus. 

Das dritte Kaninchen (Tabelle III) zeigte ganz ahnliche Erschei- 
nungen, doch mit dem Unterschiede, daB sich nie Hypoglykamie ein- 
stellte, sondern im Gegenteil, wihrend des Verlaufs des ganzen Versuchs 
waren die Blutzuckerwerte eher etwas hdéher, einigemal trat aus- 
gesprochene Hyperglykamie (0,235 Proz) auf. Die Dauer des Versuchs 
bei diesem Tiere war auch linger als bei den tibrigen Tieren. Der Versuch 
begann am 18. November, die Niedergeschlagenheit und Muskel- 
hypotonie begann nach etwa 3 Wochen, am 12. Dezember, spiter 
gesellte sich auch die Parese der hinteren Extremititen dazu. Am 
5. Januar war der Blutzucker 0,250 Proz., die Hyperglykimie besteht 
auch die nachsten Tage, am 8. Januar ist er 0,180 Proz., das Tier streckt 
sich dahin, Krampfe ; trotz der Dextroseinjektion tritt schnell Exitus ein. 

Die iibrigen Versuchstiere, das vierte, fiinfte und sechste Kaninchen, 
zeigen ihnliche Erscheinungen wie die ersten zwei Tiere; der Blut- 
zucker ist niedrig. Die Symptome treten bei Kaninchen IV und V 
des Ofteren auf, Dextroseinjektion bringt immer schnelle Besserung, 
doch schlieBlich fiihrt der Zustand zum Tode des Versuchstieres. Bei 
Kaninchen IV tritt der Tod am 29. Tage, bei Kaninchen V am 32. Tage 
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des Versuchs ein. Bei Kaninchen VI traten des éfteren niedrige Blut- 
zuckerwerte auf; zu den bekannten Symptomen kam es hier nicht, 
da das Tier duberer Griinde wegen wahrend des Versuchs durch 
Nackenschlag getétet wurde. 

Samtliche Tiere kamen zur Sektion; im allgemeinen ergaben alle 
Tiere ahnliche Befunde. Die auffallendsten Verinderungen zeigte 
immer die Leber, auBerdem die Nieren und Nebennieren. Die Leber 
aller Tiere zeigte mehrere punktférmige, bis stecknadelkopfgroBe, grau- 
weibe Stellen; in den Nebennieren fanden sich bei einigen Tieren grau- 
weibe Punkte, am Querschnitt der Nieren punktférmige Blutungen. 

Die histologischen Untersuchungen, welche von Herrn D. Hatt yassy 
in unserem Institut durchgefiihrt wurden, gaben im allgemeinen folgende 
Resultate: Die Leber aller Tiere zeigte mehr oder weniger ausgebreitete, 
frische sowie altere Blutungen, die regulare Anordnung der Leberzellen 
ist an vielen Platzen gelést, die Zellgrenzen sind verschwommen, Proto- 
plasmazerfall, schlechte Kernfarbung, an einzelnen Stellen fehlt letztere 
ganzlich. Die Nieren zeigten auch kleinere Blutungen und geringe 
parenchymatése Degeneration der Zellen. 

Es stellt sich nun die Frage, wie die bisher beschriebenen Ver- 
inderungen zustande gekommen sind’? Die chemische Zusammen- 
setzung des Santonins gibt uns kaum Anhaltspunkte. Die Stoffe von 
bekannter Zusammensetzung, die auch Hypoglykimie verursachen, 
wie z. B. das Hydrazin oder das Guanidin, und die auch als Leber- 
gifte gelten, enthalten die NH,-Gruppe; ihre Toxizitaét ist vielleicht 
auf diese zuriickzufiihren. Hingegen ist Santonin eine stickstofffreic 
Verbindung, ein Naphthalinderivat, das Anhydrid der Santoninsiiure 
Es enthalt CH,-Gruppen, zwei Ketongruppen. Die vorher erwahnten 
Gifte [das Hydrazin untersuchte Underhill’), das Guanidin Watanabe*)| 
erzeugen wohl Hypoglykiimie, ohne aber dali dieselbe je mit solchen 
Erscheinungen einhergegangen ware, welche man mit dem Namen 
des .,hypoglykamischen Symptomenkomplexes hatte bezeichnen 
kénnen. Letzteren kennen wir ja nur seit den Untersuchungen mit 
Insulin. Underhill versuchte auch die Anwendung von Dextrose bei 
der durch Hydrazin verursachten Hypoglykamie, doch dieselbe brachte 
nicht nur keine Besserung, sondern fiihrte immer zum raschen Tode 
des Versuchstieres. 

Um die Wirkung des Santonins zu untersuchen, ste!/ten verschiedene 


Autoren Versuche an, wenn auch aus ganz verschiedenen Gesichtspunkten. 
Der Kiirze halber seien nur die Namen erwithnt: Ja/ffé*), Turtschaninow*), 


') Underhill, Journ. of biol. Chem, 10, 159, 1911. 

2) Watanabe, ebendaselbst 38, 253, 1918. 

%) Jaffé, Zeitschr. f. physiol. Chem, 22, 538, 1897. 

*) Turtschaninow, Arch, f. exper. Pathol. u. Pharm, 34, 208, 1894. 
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Wedekind'), Harnack und Hochheim®); letztere teilen auch Sektionsbefunde 
mit: maBig injizierte Nieren, punktartige, bis stecknadelkopfgroBe, gelb- 
graue Stellen an der Leber. Bei all diesen Autoren lassen sich die beob- 
achteten Erscheinungen im folgenden zusammenfassen: Hypertonie, 
epileptiforme Kriampfe, meistens Sinken der Kérpertemperatur. Die 
angewandte Menge des Santonins betrug immer einige Gramm. 

In meinen Versuchen betrug die ganze Santoninmenge héchstens 
1 g, dieselbe wurde in kleinen Dosen des 6fteren dem Tiere dargereicht, 
und es traten folgende Erscheinungen auf: Hypoglykimie, Hypotonie, 
Paresen, in Anfillen auftretende Krampfe an den Extremitaten, hoch- 
gradige Senkung der Kérpertemperatur. Von all diesen Symptomen 
erholt sich das Tier sehr schnell nach subkutaner Injektion von Dextrose, 
doch die Hypotonie und geringe Paresen bleiben zuriick. 

Da alle diese Erscheinungen, mit Ausnahme eines  Falles 
(Kaninchen IT1), an Hypoglykimie anschlieBend auftreten, so stehen 
wir eigentlich einem ,,hypoglykimischen Symptomenkomplex™ gegen- 
iiber, der sich aber wesentlich unterscheidet von dem, welcher nach 
Insulin beobachtet ist. Nach Insulin treten auch Krampfe auf, doch 
sind diese tonisch-klonischer Art, die Muskeln sind hypertonisch, oft 
ist eine fast den Strychninvergiftungen ahnliche Reflexiibererregbarkeit 
zu beobachten. Gemeinsam ist beiden verschiedenen Erscheinungs- 
komplexen, daB nach Dextroseinjektion die Tiere sich sehr schnell 
erholen. 

Eine ausreichende Erklirung des durch Insulin verursachten 
hypoglykamischen Symptomenkomplexes kénnen wir bis jetzt noch 
nicht geben. Auf eine naihere Darstellung der diesbeziiglichen Versuche 
mul hier verzichtet werden: so viel muB wohl zugegeben werden, dal 
alle diese Symptome nicht allein auf die Hypoglykamie zuriickzufiihren 
sind, sondern daB dieselben neben der Hypoglykimie mit bestehen 
und vielleicht auf ein direkt das Nervensystem befallendes Agens 
zuriickzufiihren waren. Diese Annahme scheint meines Erachtens 
auch das zu untersiitzen, da} Hypoglykaimien auch vordem beobachtet 
wurden (Hydrazin, Guanidin), ohne daB sich zu denselben der charak- 
teristische ,,hypoglykimische Symptomenkomplex* gesellt hatte. 

K6énnen wir nun die durch Santonin verursachten Erscheinungen 
irgendwie erkliren ? Mit Ausnahme eines Falles entwickelte sich immer 
Hypoglykamie ; auBerdem konnten wir in jedem Falle die degenerativen 
Verainderungen des Leberparenchyms beobachten. So ist es sehr wahr- 
scheinlich, daB im Zusammenhang mit letzterem Funktionsstérungen 
der Leber zustande kamen. Da kénnte man wohl annehmen, dab die 
Funktionsstérung der Leber es ist, welche die Hypoglykamie verursacht ; 


') Wedekind, Zeitschr. f. physiol. Chem, 48, 240, 1904/05. 
2) Harnack und Hochheim, Centralbl. f. klin. Med. 25, 16, 1894. 
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doch verursacht dieselbe nicht nur die Hypoglykimie, sondern diese 
Funktionsstérung spielt vielleicht auch eine Rolle im Zustandebringen 
all der Erscheinungen, welche in allen Fallen zu beobachten waren: 
Hypotonie, Krampfe, Senkung der Kérpertemperatur usw. Die zeit- 
weise Besserung der Symptome nach Dextrosedarreichung spricht 
nicht gegen diese Annahme, da ja die Besserung nur so lange besteht, 
als Dextrose im Kérper zugegen ist und vielleicht die Ernihrung der 
Zellen begiinstigt. 

Diese meine Auffassung scheinen ganz andersartige Versuche anderer 
Autoren zu unterstiitzen. Ich denke in erster Reihe an die zahlreichen 
Versuche von Mann und Magath'), die bei hepatektomierten Hunden 
auffallend ahnliche Erscheinungen beobachten konnten, wie ich an meinen 
Versuchstieren. Die genannten Autoren beobachteten niimlich einige 
Stunden nach der Leberexstirpation: 1. Muskelschwiiche, Hypotonie. 
Areflexie; 2. spiter kehren die Reflexe zuriick, es treten Muskelzuckungen 
und Kriimpfe auf. Neben der Hypotonie kommt es zur starken Senkung 
des Blutzuckers, 0,06 bis 0,04 Proz., und Senkung der Kérpertemperatur 


Diese Erscheinungen bessern sich schnel!, wenn das Tier in den Brutschrank 
“0 


von 37° gebracht und ihm Dextrose subkutan oder intravenés zugefiihrt 
wird, Die Symptome kénnen sich wiederholt nach Dextrosezufuhr zuriick 
bilden, fiihren aber schlieBlich doch zum Tode des Tieres. In einzelnen 
Fallen konnten die Autoren statt Hypo-, Hyperglykimie beobachten: 
in diesen Fiillen hilft Dextrose nicht, das Tier geht im plétzlich auftretende: 
Koma zugrunde. 

Die Exstirpation der Leber, d. h. der giinzliche Ausfall der Leber 
funktion, hat ganz ahnliche Folgen wie die weitgehende Zerstérung 
des Leberparenchyms. Es ist also wahrscheinlich, dab im Zusammen- 
hang mit der Funktionsstérung der Leber Hypoglykiamie und die Er 
scheinungen von seiten des Nervensystems nebeneinander auftreten 
DaB letztere infolge von Leberfunktionsstérungen auftreten kénnen 
scheinen auch Versuche von Kirschbaum?) zu bezeugen. Dieser Autor 
schaltete die Funktion der Leber aus, einesteils durch Unterbindung 
der A. hepatica oder des Choledochus, anderenteils durch Phosphor- 
oder Guanidinvergiftung. In solchen Fallen fand er degenerative Ver- 
anderungen im Grobhirn, besonders an der Rinde und dem Corpus 
striatum. Die in meinen Versuchen beobachteten Erscheinungen 
kénnen daher vielleicht dahin erklirt werden, dal Santonin eine 
Stérung in der Funktion der Leber hervorruft, welch letztere die Hypo- 
glykamie und alle iibrigen Erscheinungen zur Folge hat. 

Ich bin mir wohl bewuBt. daB meine bisherigen Untersuchungen 
noch nicht das Recht geben, mit vélliger Sicherheit neben einer Funk- 
tionsstérung der Leber Stellung zu nehmen, da ich ja nur den Zucker- 
gehalt des Blutes untersuchte, hingegen nahere Anhaltspunkte nur 


') Mann und Magath, Ergebn. d. Physiol. 28, 222, 1924. 
2) Kirschbaum, Zeitschr. f. Nervenheilkunde 77, 251, 1923. 
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andere charakteristische Verinderungen im Chemismus des Blutes 
(Harnsaure, Aminosiuren, Reststickstoff usw.) geben kénnen. Weitere 
Untersuchungen in dieser Richtung méchte ich mir vorbehalten. 


Zusammenfassung. 


1. Wird Kaninchen wiederholt Natrium santoninicum cryst. in 
Dosen von 0,20 bis 0,40 g per os zugefiihrt, so treten charakteristische 
Folgen auf: Hypoglykaimie (mit Ausnahme eines Falles unter sechs 
Versuchstieren, wo Hyperglykimie auftrat), Hypotonie, geringe Paresen 
der hinteren Extremititen. Anfallsweise fiihrt die Hypotonie zum 
ginzlichen Dahinstrecken des Tieres mit klonischen Krampfen an den 
Extremitaten, Senkung der Kérpertemperatur. Von allen diesen 
Symptomen erholen sich die Tiere schnell, wenn man sie in den Brut- 
schrank bringt und ihnen Dextrose subkutan zufiihrt. Doch schlieBlich 
fiihrt der Zustand zum Tode des Versuchstieres. 

2. Die histologischen Untersuchungen zeigen degenerative Ver- 
anderungen in der Leber der Versuchstiere. 

3. Die beobachteten Erscheinungen sind wahrscheinlich auf eine 
durch das Santonin verursachte Funktionsstérung der Leber zuriick- 
zufiihren, welch letztere die Hypoglykamie und die Erscheinungen 
von seiten des Nervensystems nebeneinander zur Folge hat. 


Versuchsprotokolle'), 


Tabelle I. 


[. Kaninchen, Koérpergewicht 1490 g. 





Blutzucker 


Datum Bemerkungen 
Proz. 
3). a. 0,101 Nach der Blutentnahme eine Séjournetpille per os 
1. XI. 0,120 Zwei Pillen per os 
4.X1. 0,112 
19, XI. 0,096 0,30 g Natrium santoninicum cryst. in Ol gelést per os 
21 e X I. 0,069 Hypotonie 
22. XI. Um 1h50’ streckt sich das Tier dahin, Krampfe an den Extremi- 
Qh45' a 0.059 taten, Senkung der Kérpertemperatur 
]h55! p 0.026 2g Dextrose subkutan injiziert, das Tier kommt in einen Brut 
, schrank von 37°C; schnelle Erholung, um 2h5’ setzt sich 
das Tier bereits auf und frift 
3h30' 0,138 
4b30' 0.094 
23. XI. 0,063 Die gestrigen Erscheinungen wiederholen sich tagsiiber mehr- 
mals; Dextrose bringt immer schnelle Erholung, doch ist 
das Tier in den krampffreien Perioden auBerst apathisch, 
auffallende Hypotonie 
24.X1 Frih Exitus 


') Wegen Raumersparnis muB8 ich von der Wiedergabe siimtlicher 
Versuchsprotokolle abstehen und will nur einige davon mitteilen. 
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Sektionshefund: Leber von normaler Grébe, livide Verfarbung: 
an der Oberflache der Leber finden sich zahlreiche, bis stecknadelkopf- 
grobe, graugelbe Punkte. An der Oberfliche der Lungen zahlreiche 
Blutungen. Prallgefiillte Blase; der Urin darin ist zuckerfrei, zeigt 
minimale Spuren von Eiweif8; Sediment normal. Histologischer Befund 
Leber: viele altere sowie frischere Blutungen; weite Gallenwege: auf- 
fallende Atrophie der Leberzellen mit schlechter, oft fast ginzlich 





fehlender Kernfairbung, beginnender Zerfall des Protoplasmas.  Gly- 


kogenfarbung nach Best: negativ. 


Pankreas: normal. 


Tabelle 11. 





il. Kaninchen, Koérpergewicht 2050 ¢ 
Datum Blutzucker Bemerkungen 
Proz. 
4.XI1. 0,147 Nach der Blutentnahme sechs Séjournetpillen a 0.02 g Santonin 
per os 
5. XI. 0,117 Sechs Pillen 
6, X1. 0,107 Acht Pillen 
2. XI. 0,109 
13, XI. 0,112 0,04 g Na santon. cryst. in Wasser gelést per os 
14, XI. 0,110 0,08 g Na santon. cryst. in Wasser gelost per os 
20. XI. 0,021 Koérpergewicht 1400 g 
]2h45’ Um 1h20’ streckt sich das Tier dahin, Krampfe, groBe Hypo 
tonie, Parese der hinteren Extremitaten, Senkung der 
Korpertemperatur. 1h45’ 2 g Dextrose subkutan, Brutschrank 
2h 0,026 2h20’ setzt sich das Tier auf und frit. Die Parese ist von 
den hinteren Extremitaten gewichen und zeig« sich jetzt 
cher an den vorderen. 1g Dextrose subkutan. 
3h45’ 0.186 
21. XI. Blutentnahme gelingt nicht, trotz der Durchschneidung der 
Marginalvene kaum merkliche Blutung. Nachmittags 4 Uhr 
streckt sich das Tier dahin, Krampte. 2g Dextrose sub- 
Fkutan, Brutschrank, Besserung 
22. XI. Fruh finden wir das Tier dahingestreckt, grofe Dyspnoe und 
Cyanose, kaum fuhlbarer herzschlag. %h15' 2g Dextrose 
subkutan und Brutschrank Blutentnahme gelingt nicht 
9h)’ setzt sich das Tier auf 
5b30'p 0.049 Wiederholung der Symptome; 2g Dextrose subkutan. Besserung 
23. XI. Fruh Exitus 


Sektionsbefund: Leber von normaler Grébe, livide Farbung; an 
der Oberfliche mehrere gelbgraue Punkte und sternartige graugelbe 
Verfirbungen. Prallgefiillte Blase. Pankreas normal. Das Zentral- 
nervensystem zeigt makroskopisch keine Veranderungen. Histologische) 
Befund: Leber: viele Blutungen, die Anordnung der 
Zellen ist nicht zu erkennen, die Zellgrenzen sind verschwommen: 
Kernfarbung. Glykogen: negativ. 


regulare 


keine oder nur sehr geringe 
Pankreas: normal. 
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Tabelle III. 
Ill. Kaninchen, Kérpergewicht 1900 g. 





| Blutzucker 


Datum Bemerkungen 
Proz 
18. XI. 0,112 Nach der Blutentnahme 0,07 g Na santon. cryst. in Ol gelést 
cr os 
21. XI. 0.116 . 
22. XI. 0,094 
24. XI. 0,134 
25, XI. 0,156 0,16g Na santon. cryst. in Ol gelést per os 
26, XT. 0,148 
6h p 0.201 
27, XI. 0,120 
29, XI. 0,152 
1. XII 0,136 
2. XII 0,132 
3. X11 0,131 
5, XII 0,143 
10. X11. 0,158 0,30 g Na santon. cryst. per os 
11, XT. 0,137 
12. XII. 0,102 
13, XI. 0,235 Hypotonie, Apathie 
15. XI. 0,123 Status idem 
17, XII. 0,167 Hypotonie; Parese der hinteren Extremitaten 
19, XII. 0,122 Vom 19. XII. bis 5. I. Status idem 
ea 0,250 Grofe Hypotonie. ganzliche Apathie 
6.1. 0,223 GroBe Hypotonie, das Tier sitzt regungslos, apathisch im Kafig 
ye S 0,156 Status idem 
8.1. 0,180 Einige geringe Zuckungen an den Extremitaéten; wahrend der 
Dextrossiajektion -xitus 


Sektionsbefund: Livide Leber mit zahlreichen graugelben kleinen 
Flecken und Blutungen. Pankreas normal. Pleurale Blutungen. Prall- 
gefiillte Blase. Urin: Zucker 0; Albumen: Spuren; Sediment: normal. 
Histologischer Befund: Kleinere Uiffuse Blutungen; verschwommene 
Zellgrenzen, Zerfall des Protoplasmas, fehlende Kernfarbung. Kein 
Glykogen. Pankreas: normal. 





Uber Milchsiurebildung beim Wachstum. 


Von 


Otto Warburg (Berlin-Dahlem). 


(Eingegangen am 16. Mai 1925.) 


I. Historisches tiber Glykolyse. 

In den ,,Lecons sur le Diabéte** schreibt Claude Bernard'): 

..Ce ferment lactique se rencontre dans le sang, dans les muscles, 
dans le foie lui-meme, car j’ai constaté que le muscle et divers tissus 
ne deviennent acides apres la mort qu’autant qu’ils renferment du 
sucre ou de la matiere glykogéne qui subit tres rapidement une fermen- 
tation lactique.” 

Hiernach besteht kein Zweifel, dab der Vorgang, den wir heute 
als Glykolyse*) bezeichnen, Claude Bernard bekannt war, womit nicht 
gesagt sein soll, da wir ihm allein die grundlegenden Entdeckungen 
auf dem Gebiete verdanken. Berzelius und Liebig wird man in einer 
historischen Darstellung des Milchsaiureproblems immer nennen. 

In der Folge hat sich das Interesse im wesentlichen der Glykolyse 
im Muskel zugewahdt, und es gibt wohl kein physiologisches Institut, 
das nicht irgend einen Beitrag zur Frage der Milchsaurebildung im 
Muskel geliefert hatte. Fletcher und Hopkins) haben bewiesen, dab 
der arbeitende Muskel mehr Milchsaure bildet als der ruhende, Me yerhof*) 
und Hill*), daB die Glykolyse die arbeitliefernde chemische Reaktion 
des Muskels ist. 

Wertvolle Arbeiten tiber die Glykolyse in anderen Geweben ver- 
danken wir Slosse5), Levene und Meyer®) und Embden’). Die Beziehung 


') Paris 1877, S. 328. 

2) Das Wort Glykolyse stammt von Lépine. Doch versteht Lépin« 
unter Glykolyse jedes Verschwinden von Zucker, sei es durch Oxydation, 
sei_ es durch Spaltung, waihrend wir ausschlieBlich die Spaltung von 
Kohlehydrat zu Milchsiure als Glykolyse bezeichnen. 

8) W.M. Fletcher and F.G. Hopkins, Journ, of Physiol, 35, 247, 190607, 

4) A. V. Hill und O. Meyerhof, Ergebn. d. Physiol. 22, 299, 1923. 

5) 4A. Slosse, Arch. Intern. de Physiol. 11, 154, 1911. 

®) P. A. Levene und G. M. Meyer, Journ. of biol. Chem. 11, 361, 1912. 

*) G. Embden and Mitarbeiter, diese Zeitschr. 45, 1ff., 1912. 
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der Milchsaurebildung zum Wachstum ist in diesem Institut gefunden, 
vielleicht aber schon von Claude Bernard geahnt worden, als er schrieb!) : 
J'ai reconnu autrefois cette fermentation lactique de la matiere 
glykogéne, d’abord dans les muscles du foetus, ou elle presente son 
summum d’intensité; je Vai constaté plus tard chez Vhomme et les 
animaux adultes. 


Il. Isolierung der von Tumorgewebe gebildeten Milchsiure als Zinklactat. 


In friiheren Arbeiten wurde die Milchsaiure, die Tumorschnitte in 
tingerlésung bilden, aus der Ringerlésung ausgeathert und als Aldehyd 
nach v. Fiirth-Charnass bestimmt. An dieser Stelle beschreibe ich die 
Isolierung der Milchsiure als Zinklactat. 

Als Versuchsmaterial diente das Jensensche Rattensarkom, den 
Ausgangstumor verdanke ich Dr. W.Cramer vom Imperial Cancet 
Institute in London. Aus vier frischen Tumoren wurden so viel diinne 
Schnitte hergestellt, dai das Gesamttrockengewicht 2,7 g betrug. 
Die frischen Schnitte wurden in 1 Liter Ringerlésung eingetragen. 
die in bezug auf Bicarbonat 2,5.107-? molar war und 3¢ Glucose 
pro Liter enthielt. Der Kolben mit den Schnitten und der Ringer- 
lésung wurde in einen auf 38° einstehenden Thermostaten versenkt. 
und ein Strom von 5 Proz. Kohlensaiure in Stickstoff so schnell 
durchgeleitet, daB die Schnitte in Bewegung waren. Nach 2 Stunden 
wurde der Versuch unterbrochen, und die Milchsiure nach der Vor- 
schrift von Embden?) als Zinklactat isoliert. 

Die Ringerlésung wurde von den Schnitten abgegossen. Die Schnitte 
wurden kurz mit Wasser gespiilt und dann bei 100° getrocknet und gewogen 
(2,7 g). Die Ringerlésung wurde mit 5 ccm konzentrierter Salzsiure und 
10g Sublimat, gelést in 200ccm Wasser, versetzt. Nach I4stiindigem 
Stehen im Eisschrank wurde von einem geringen Niederschlag abgesaugt, 
mit Schwefelwasserstoff entquecksilbert, mit Natronlauge schwach alkalisch, 
mit Salzsiiure ganz schwach sauer gemacht und im Vakuum bei 50° auf 
0 cem eingeengt. Dann wurde mit 15 cem konzentrierter Phosphorsiure 
angesiiuert, mit Ammonsulfat gesittigt und 48 Stunden im Lindschen 
Apparat mit Ather extrahiert. 

Nach Zusatz von 40 ccm Wasser wurde der Ather auf dem Dampfbade 
verjagt, dann 3 Stunden auf dem Wasserbade mit Bleicarbonat erwarmt, 
12 Stunden im Eisschrank stehengelassen, filtriert, mit Schwefelwasserstoff 
entbleit, filtriert, mit Luft der Schwefelwasserstoff verjagt, mit Zink- 
carbonat 2 Stunden auf dem Wasserbade erwiirmt, filtriert, auf dem Wasser- 
bade auf ein kleines Volumen eingeengt und schlieBlich an der Luft ein- 
gedunstet. 


') Claude Bernard, Legons sur le Diabéte, 8. 328. Paris 1877. 
2) O. Neubauer in Abderhaldens biochem. Arbeitsmethoden 5, 2, 1254. 
Berlin 1912, 
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Der Riickstand kristallisierte durch und durch und war rein weil. 
Er wog 0.6438 g. 

Drehung: 01775 g des lufttrockenen Priparats wurden in Wasser 
gelést. Die Lésung wurde auf 10 ccm aufgefiillt. Im 1-dm-Rohr drehte 
sie gelbes Licht 0,153° nach links. Hiernach war 


(Q)p 8.6". 


Kristallwasser: 0466 g¢ des lufttrockenen Priaparats wurden bei 
110° bis zur Konstanz getrocknet. Gewichtsabnahme 0.0586 ¢ oder 
12.6 Proz.  Fiir (C,;H;O,),Zn + 2 H,O berechnet sich der Kristall- 
wassergehalt zu 12,9 Proz. 

Analysen: Das Zinklactat wurde aus wenig Wasser umkristallisiert, 
mit Alkohol gewaschen Ausbeute beim Umbkristallisieren 70 Proz 
Es wurde bei 110° bis zur Konstanz getrocknet. 

Analyse I: 4,930 mg gaben 5,370mg CO,, 1,685 mg H,O und 
1.645 mg Asche. 

Analyse I]: 4,995 mg gaben 5400 mg CO,, 1,795 mg H,O und 
1.680 me Asche. 





Berechnet 


fiir (C,H, O,)o Zn Gefunden in | Getunden in II 
aise ea 33, 33.4 33.6 
( oe ee 20.6 297 205 
H . . . . . . 4.14 3.82 401 


Es lag alse nach dem Umkristalfisieren reines und vor dem Um.- 
kristallisieren fast reines d-Lactat vor. ' 

Die Ausbeute berechne ich aus der Menge des lufttrockenen, 
nicht umkristallisierten Priparats. Das Molekulargewicht von 
(C,H;O,),Zn + 2 H,O ist 279.4, die Ausbeute an Milchsaure also 


180 
0,644... = 0416 g. 
» qy . 


Da das Trockengewicht der Schnitte 2,7 g war, so hatten sich 


in 2 Stunden an Milchsiure gebildet 


0.416 m 
——— 100 15,4 Proz. 
m,f 
des Tumorgewichts. 
Die Ausbeute an Milchsiure war hiernach geringer als bei dem 
manometrischen Verfahren'), das in guten Versuchen eine gleiche 


') Manometrische Messung der Glykolyse fiir das Jensensche Ratten- 
sarkom findet man in den Arbeiten von E. Negelein, diese Zeitschr. 158, 
121, 1925, und Y. Okamoto, ebendaselbst 160, 52, 1925. 


Biochemische Zeitschrift Band 160. 21 
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Menge Milchsaure schon in einer Stunde liefert. Doch mui man be 
denken, da fiir Massenversuche die ‘Schnitte nicht hinreichend diinn 
gemacht werden, ferner daf sie nicht so ausgewahlt werden kénnen 
wie fiir den Einzelversuch, und endlich, daB die Bewegung der Schnitte 
in der Ringerlésung beim Einzelversuch ausgiebiger ist als beim 


Massenversuch. 


Il. 

Kine der wichtigsten Entdeckungen auf dem Gebiet der Krebs- 
forschung verdanken wir Peyton Rous'), dem es gelang, mit Trocken- 
priparaten und zellfreien Filtraten von Hiihnersarkomen Tumoren 
weiter zu impfen. 

Herr Peyton Rous iibersandte mir Trockenpulver eines Hiihner- 
sarkoms, das. mit Ringerlésung angerieben. zu fast 100 Proz. schnell 
wachsende Sarkeme erzeugte. So war ich in der Lage, die Frage zu 
priifen, ob der Stoffwechsel des Rousschen Sarkoms iibereinstimmt mit 
dem Stoffwechsel der iibrigen von uns gepriiften bésartigen Tumoren 

Fiir dic Versuche verwendete ich die weibe, nicht nekrotische 
Randschicht von Sarkomen, die etwa die GréBe eines Hiihnereis be- 
saben. Die Methodik war die friiher beschriebene*), ein Protokoll 
folgt hierunter : 


38.5°. Ringerlésung. CnagHco 2.5.10-2. 0,2 Proz. Glucose. 
5 Proz. CO, py etwa 7,4. 





ESET a ee ag ee §Proz. COg—Opz 5 Proz. COg—Ny 
GefiB B Gefahe A GefiBb C 
a oF 8 w= 3 |, 2. . 
Volumina incom. ..... ee 5.39 ee 10.69 UFR 3 UG 10.85 
Ko, — 0.494 ko, 0,95 ~ 
GetfaBkonstanten in qmm. . Kco, 0.923 kco, lil kc Oz 1.13 
Schnittgewichte. ...... 1,56 mg 1,73 mg 1,56 mg 
H h h 
ee «6 ace SS + 13mm + 14mm + 21mm 
30’ g +12, +15, +20 , 
— 4.76 
Yo, =—— 52 Ng 4 997 
20, Op, +29. 


O ' 
QC, = +194 


Das Ergebnis ist, dab der Stoffwechsel des Rousschen Hiihner- 
sarkoms in jeder Beziehung die Besonderheiten der iibrigen von uns 
gepriiften bésartigen Tumoren zeigt, also iibereinstimmt mit den 


') Peyton Rous, Journ. Amer. Med. Association 56, 198, 1911; Proceed. 
Amer. Philosoph, Soc. 51, Nr. 205, 1912; Berlin. klin. Wochenschr. 1913 
Nr. 14; ebendaselbst 1914, Nr. 27. 


2) Diese Zeitschr. 152, 51, 309, 1924. 
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menschlichen Spontancarcinomen und Sarkomen, mit dem Flexrner- 
Joblingschen Rattencarcinom und dem Jensenschen Rattensarkom. 
Das Roussche Hiihnersarkom bildet unter anaeroben Bedingungen 
pro Stunde etwa 12 Proz. seines Gewichts an Milchsiure. Seine 
Atmung ist klein und reicht nicht aus, um die Glykolyse zum Ver- 
schwinden zu bringen, so dab wie bei allen Tumoren eine Gly- 
kolyse unter aeroben Bedingungen tibrigbleibt. Das Rouwssche Hiihner- 
sarkom bildet unter aeroben Bedingungen pro Stunde etwa 8 Proz 


seines Gewichts an Milchsaure. 


IV. 

In zwei in dieser Zeitschrift erschienenen Arbeiten') wurde die 
Wasserstoffionenkonzentration der Versuchs-Ringerlésungen nach der 
Henderson-Hasselhbalchschen Gleichung 

NaHCO, 

} , oy 

Pu PK C0, 

herechnet, worin NaHCO, und CO, die Gesamtkonzentrationen an 
Bicarbonat und Kohlensaure, beide in Molen pro Liter, bedeuten. 


Fiir 38° habe ich py, = 6,36 gesetzt, wahrend der richtige Wert 6,14 
ist. Alle in den zitierten Arbeiten angegebenen py-Werte miissen 


unter diesen Umstanden um 0,25 verkleinert werden. Insbesondere 
ist py unserer Ringerlésung nicht, wie wir glaubten, 7,66, sondern 7,41. 

Herr Dr. A. Baird Hastings vom Rockefeller-Institut in New York 
hat mich auf diesen Fehler aufmerksam gemacht, wofiir ich ihm auch 


hier vielen Dank sage. 


1) Diese Zeitschr. 152, 51, 1924; ebendaselbst 152, 309, 1924. 














Beitrag zur Frage 
der Einwirkung elektrischer Stréme auf Mikroorganismen. 


(Untersuchung zur elektrischen Futterkonservierung.) 


Ve nh 
Max Kleiber. 


(Mitte:lung aus dem Institut fir Haustierernithrung an der Eidgendéssischen 
Technischen Hochschule in Ziirich. 


(Eingeqangen am 16. Mai 1925.) 


In den letzten Jahren hat, besonders in Deutschland, eine Methode 
zur Haltbarmachung von Griinfutter, das sogenannte Elfuverfahren, 
grobes Aufsehen erregt. Das Verfahren ist kurz folgendes: 


Man legt auf den Boden eines Silo (Behalter, meist aus Beton, von 
einigen Quadratmetern Grundflaiche und einigen Metern Héhe zur Aufrahne 
von Futter) ein Gitter aus Eisenstaiben, stampft gehickseltes Futter darauf, 
legt auf die | bis 2m hohe Futterschicht einen mit Blech beschlagener 
Deckel und verbindet dann den Deckel mit dem einen, das Bodengittet 
mit dem anderen Pol einer Stromaquelle, so da®B nun das Futter selber als 
Leiter in den Stromkreis geschlossen ist. AuBer der Erwiirmung soll dam 
der elektrische Strom im Futterstock eine Spezialwirkung ausiiben, woriiber 
der Erfinder des Elektrosilo, dipl. agr. Schweizer, folgendes schreibt '): 

Vom Anfang des Stromdurchgangs an kann eine Art Lahmung, 
eine Unterbindung allen organischen Lebens in der VPflanzenmasse kon 
statiert werden. Auf was fiir Griinde diese Erscheinung zuriickzufiihren ist. 
ob sie aus Elektrolyse oder anderen Reaktionen abzuleiten ist, steht noch 
Sicher ist thr Vorhandensein, und dieses ist auch in ausgedehnten, 


nicht fest. 
achgewiesen worden. 


wissenschaftlichen Versuchsansteliungen einwandsfrei n 
In dieser Festste!!ung liegt die Gewahr, daB mit dem | 
wirkung ver ustbringende Zersetzungen, die die Qualitét der Konserve 






“intreten der Strom 


ungiinstig beeinflussen, ausgeschlossen sind. 

Die giinstigen Berichte werden von mehreren Seiten bestitigt , besonders 
von Assessor L.F. Kuchler®) von der baverischen Anstalt fiir Pflanzenbau 
und Pflanzenschutz, Miinchen, in der Internationalen Agrar-Rundschau, 
Rom 1923, der die Nahrwertveriuste bei der Elektrosilierung auf nur | bis 
2 Proz. veranschlagt. gegeniiber 20 bis 50 Proz. bei der Heubereitung. 


_ 


1) Theodor Schweizer, Die Futterkonservierung, 8. 26. 
*) L’Ensilage Electrique en Allemagne par L. F. Kuchler, Revue 


1923. 


Internationale de Renseignements Agricoles, 1, 4 


bes 
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Die groBe volkswirtschaftliche Bedeutung einer verlustlos arbeitenden 
Futterkonservierung leuchtet ohne weiteres ein, was aber die Angelegenheit 
fiir den Biologen interessant macht, ist besonders der elektrisch bewirkte 
LahmungsprozeB. Kuchler findet, dali das Futter durch die Wirkung des 
elektrischen Stromes sieril wird, da®B die Art. wie diese Wirkung zustande 
kommt. bisher unbekannt sei und da®B dies Problem der Lésung harre 

Der Verfasser hat gerade dies Problem studiert im Zusammenhang 
mit Arbeiten tiber die Futterkonservierung am Ziiricher Institut!) 


Historisches, 

Die Versuche, den elektrischen Strom zur Bekiimpfung von Mikro 
organismen zu verwenden, sind nicht neu. 

1890 beschreiben Prochnownick und Spaeth *) die Abtétung von Krank 
heitserregern durch galvanischen Strom: sie firden, dal nur die Anode 
keimtétend wirkt, wihrend die Kathode beinahe unwirksam ist. Ahnliches 
beobachteten A postoli und Laquerrit re*), Die gaivanische Sonde (Anode) 
wird empfohlen zur Bekiampfung der Gonorrhoe bei Frauen. Die genannten 
Forscher erklaren die bakterizideWirkung des galvanischen Stromes durch 
an der Anode frei werdendes Chior und geben an, dai bei Verwendung 
einer Platir sonde der ( hlorgeruch deutlich wahrget ommen werden koGnne 

Im Jahre I891 wird tiber ein Verfahren von Webster*) bherichtet, 
wonach man Abwisser dadurch unschéidlich machen kann, dali man sie 
zwischen Eisenplatten, welche als Elektroden dienen, passieren |ibt Das 
Verfehren wirkt sozusagen ..elektrokolloidchemisch’, es bildet sich niimilich 
bel der E'ektrolyse Fe OH)., welches koaguliert, zu Lk den “I kt Wi ad dal el 
die Verunreinigungen mit sich reibt. 

Wenig spiiter sterilisierte man Abwiisser nach dem System Hermite). 
Man unterwarf Meerwasser oder kiinstlich hergestelite Lésungen von NaCl 
und MgCl, der Elektrolyse. Dadurch wurden diese Lésungen nicht nur 
selbst steril, sondern wirkten auch als Zusiitze zu Fikalien und Abwiisser 
intiseptisch. Als hierbet wirksames Agens wird eine Sauerstoffverbindung 
des Chiors vermutet 

Aber auch zur Sterilisierung von Trinkwasser ist der elektrische Strom 
schon verwendet worden. Opperman n®) hat mit viel Raffinement einen 
Apparat gebaut, worin Wasser dadurch sterilisiert werden kann, dali es 
von einem galvanischen Strom passiert wird, welcher an der Anode Ozon 
abscheidet. 

Zur Erklarung der bisher genannten Verfahren elektrischer Bakterien 
vernichtung Ist man nicht genétigt, einen EinfluB des elektrischen Stromes 
auf die Mikroorganismen selber anzunehmen; es handelt sich um Gleich 
strom, der durch elektrolytische Zersetzung des Mediums Bakteriengifte 
oder fillende Stoffe bildet. 


1) Zusammenfassender Bericht: G. Wieqner, E. Crasemann, M. Klether. 
Die Verluste bei der Konservierung, Landw. Jahrb. der Schweiz, 37. Jahrg., 
Heft 4, 1923. 

2) Prochnownick und Spaeth, Deutsch. med. Wochenschr. 26, 564 — 565, 


1890. 
3\ 


A postoli und Laquerriere, Miinch. med. Wochenschr. 19, 1890, 
4) Chem. Centralbl. 1891, 1, 336. 

5) Klein, Uber das Svstem Hermite, Hvg. Rundschau 8, 33 
8) Oppermann, Hyg. Rundschau 19, 865—873, 1894. 


330, 1804. 
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Von einer elektrischen Wirkung auf die Mikroorganismen selber be- 
richten 1891 Spilker und Gottstein'). Nach ihnen kann man Micrococcus 
prodigiosus dadurch téten, daB man die Kultur in destilliertem Wasser 
zerteilt in einem Solenoid 24 Stunden lang von einem Strom mit 2 Amp. 
Starke umflieBen laBt. Verseuchtes Blut und infizierte Gewebestiicke kénnen 
durch gleiche Behandlung in kiirzerer Zeit sterilisiert werden; leider gelang 
es nicht, lebendige Mause, die von einer Infektionskrankheit befallen waren, 
dadurch zu heilen, daB man sie oder ihren Kafig einfach mit ein paar Draht- 
windungen umwickelte und durch diese einen elektrischen Strom schickte. 

D’ Arsonal und Chanin*®) haben beobachtet, daB Bac. pyoeyvaneus sein 
Vermégen, einen blauen Farbstoff zu produzieren, verliert, wenn er in einem 
Solenoid von einem hochfrequenten elektrischen Strom wumkreist wird. 

Wie man sich die Entstehung nennenswerter elektrischer Stréme, 
offenbar Wirbelstréme, in einer solchen Bakteriensuspension innerhalb 
eines Solenoids vorzustellen hat, ist nicht klar. Friedental*) konnte auch 
bei einer Nachpriifung 1896 die merkwiirdigen Ergebnisse von Spilker 
und Gottstein nicht bestatigen. Noch genauere Untersuchungen iiber diese 
Frage haben 1899 Thiele und Wolf*) angestellt. Sie fanden bei einer Strom- 
dichte von 0,2 bis 0,3 Amp./qem bei Ausschaltung von chemischen und 
thermischen Einfliissen des Stromes weder bei Gleichstrom noch bei Wechsel- 
strom einen Einf!uB auf Bakterien. 

Dessen ungeachtet, erfanden im Jahre 1904 Guarini und Samarani®) 
ein Verfahren, Milech durch elektrischen Strom, und zwar Wechselstrom, 
steril zu machen. Sie wandten zum Studium der Stromwirkung den Kunst- 
griff an, die schwer zu beobachtenden Bakterien in der Milch zu ersetzen 
durch gut zu beobachtende Fische in Wasser, und fanden. daB ihre Bakterien- 
stellvertreter durch relativ geringe elektrische Stréme zugrunde gingen. 

Zuverlissigere Berichte als iiber elektrische Bakterientétung haben 
wir naturgemi’iB iiber den EjinfluB des elektrischen Stromes auf gréBere 
Lebewesen. Besonders tiber den Einflu®B des galvanischen Stromes auf 
Protisten haben eine Anzahl beriihmter Physiologen Versuche angestellt. 
meist um den Galvanotropismus zu erforschen; es sei erinnert an die Ar- 
beiten von Verworn, Loeb, Ludloff, Engelmann, Coehn, Carlgren im Pfliiger- 
archiv und im Archiv fiir Anatomie and Physiologie. 

Verworn®) beschreibt als EinfluB des galvanischen Stromes auf marine 
Rhizopodien bei lingerer Einwirkung einen kérnigen Zerfall des Protoplasmas 
von der Anodenseite her (heute wiirde man diese Erscheinung wohl als 
Koagulation bezeichnen), er beobachtet auch eine Ansammlung von hvalinem, 
durchsichtigem Plasma an der Kathodenseite. 

Diese Koagulation des Protoplasmas von der Anodenseite her hat 
in neuester Zeit auch Scheminzky’) an Forelleneiern beobachtet. Er erklart 
diese Koagulation durch Kationenentzug und daheriges Austallen des 


Globulins. 


1) W. Spilker und A. Gottstein, Centralbl. f. Bakt. 9, 77—78, 1891. 
2) C.r.d. 1. soe. biol. 1893, 8S. 467. 

3) Centralbl. f. Bakt. 20, 505—508, 1896. 

4) Ebendaselbst 25, 650—655, 1899. 

5) Guarini, Zeitschr. f. Elektrochem. 1, 693, 1904. 

®) Max Verworn, Pfliigevs Arch. 62, 415—450, 1896. 

7) Ferd. Scheminzky, diese Zeitschr. 132, 154—164, 1922. 
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Theoretisches. 

Der Gedanke, da8 man durch elektrische Stréme Bakterien vernichten 
konre, drangt sich ja auf, wir sind gewohnt, das, was wir unter bestimmten 
Bedingungen beobachten, auch auf andere Verhiltnisse, insbesondere auf 
andere Dimensionen zu iibertragen. Experimentel! sind spezifisch elek- 
trische') Wirkungen von Strémen auf Mikroorganismen nur schwierig zu 
trennen von Wirkungen auf das Medium, gerade darum liegt es besonders 
nahe, mit gréBeren Organismen zu experimentieren und die Resultate dann 
auf die Mikroorganismen zu iibertragen. Es soll im folgenden der Versuch 
einer solchen Ubertragung erértert werden. 

Die WirkungsgréBe eines elektrischen Stromes ist allgemein eine 
Funktion der Stromstarke; es ist wahrscheinlich, daB auch das Ausmai 
der physiologischen Wirkung von der Stromstiirke bestimmt ist. In der 
Nernstschen Reizgleichung ist diese Annahme zum Ausdruck gebracht *); 
von einem Strom, der fiir den Menschen gefihrlich ist, gibt man auch die 
Stromstirke an. Wenn durch den Kérper 50 Milliamp. flieBen, so besteht 
Lebensgefahr, sofern es sich nicht um Hochfrequenzstréme handelt. Ob 
in einem gegebenen Falle diese Stromstirke erreicht wird, hiangt in be- 
kannter Weise gemiS8 dem Ohmschen Gesetz von der Spannung und dem 
Widerstand ab. Zum Vergleich der Wirkung eines Stromes in gréBeren 
und kleineren Organismen, z. B. Fore!leneiern und Bakterien, ist natiirlich 
die Stromstirke als Ma®B untauglich, es kann dazu nur die Stromdichte. 
die Stromstirke pro Einheit des Leiterquerschnitts verwendet werden. 

Nehmen wir an, das Protoplasma der Bakterien sei in bezug auf 
Empfindlichkeit dem elektrischen Strome gegeniiber gleich beschaffen wie 
dasjenige der Forelleneier oder der Protisten, und setzen wir voraus, dal 
die physiologische Wirkung des Stromes von der Stromdichte bestimmt sei, 
so 'aBt sich die uns hier beschaftigende Frage: Unter we'chen Bedingungen 
wird der elektrische Strom Bakterien ebenso téten wie Forelleneier oder 
Protisten, tiberfiihren in die einfachere Frage: Unter welchen Bedinqungen 
ist die Stromdichte in Bakterien gleich groB wie in Forelleneiern oder Protisten? 

Die Stromdichte ist proportional dem Spannung-gefa!!e und umgekehrt 
proportional dem spezifischen Widerstand. (In den Arbeiten iiber unser 
Thema fehlt leider meist die Angabe des Spannungsgefa!'es, bei einigen 
1aBt es sich zur Not aus anderen Angaben berechnen.) Hit‘ en die Organismen 
keine Membranen, so wire die Stromdichte bei gegebenem Spannungs- 
gefa'le unabhangig von der GréBe des Organismus, bei Beriicksichtigung der 
Membranen wird das Verhialtnis aber durchaus geindert, weil diese den 
Strom bedeutend schlechter leiten als das Ze!linnere, wie Widerstands- 
messungen des Verfassers an Pflanzentei!en ergeben haben in Uberein- 
stimmung mit Befunden Teregs*) an tierischen Geweben. 

Nehmen wir an, kubisch geformte Organismen verschiedener Grobe 
hitten eine gleiche, z. B. 0,1 «@ dicke Membran, das Protoplasma habe die 


1) Spezifisch elektrisch soll eine Wirkung heiBen, bei welcher die 
elektrische Energie nicht auBerhalb des Organismus in eine andere Eneryie- 
form iibergefiihrt wird. 

2) Fiir einen Strom, der einen Nerv eben noch reizt, gilt danach die 


Gleichung ¢ = km. i Stromstirke (Amplitude in  Milliampere), 
m = Frequenz, k Konstante 0,079; zitiert in Bernstein, Elektrobiologie, 
S. 144. 


4) J. Tereg, Arch. f. Physiol. 1899, 8S, 288—325. 
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gleiche spezifische Leitfihigkeit und der spezifische Widerstand de- 
Membranmaterials sei in allen Fallen 500mal gréBer als der spezifische 
Widerstand des Zellinhalts, so gibt folgende Tabelle AufschluB tiber die 
Stromdichte im Innern der Organismen bei gleichem atuBeren Spannungs- 
gefalle. 

FinfluB der GréBe von Organismen (kubische Form) mit gleichen Mem- 


branen (von 0,1 « Dicke) auf die Stromdichte in ihrem Innern bei | Volt 
aiuBerem Spannungsgefille und 100 2 spez. Widerstand des Innern. 





Q wi Wm w s S om-2 
p- ° 4 5 oo » . S.- 2 £ 
2 5 3B > sEZE= Sef. |2ac =| Se s 
= s a la @ 6° wi2= eee -3 -o =. 
s¢ S= FE eese™ gue S22c6@ «2= co 
“2 “a |88e la atanio| faa aceee z& =y 
= SSH SSS\e5S582~- BEG~- 2eSae — a = 
:s oS |&e=-| €°36= esS=  £f£-S5 = = 
o - = 2 ove - ee om” ie |- & eu = 
FE 2 38 ue"? 2e°S plein 5 z 
e = : Ss 8ecs Go 6s £ E 
= id 7322 sz F = 
cm qem 2 Volt Amp Amp. 
10 100 10 0.01 1001 10 l 1. 10-2 
l l 100 l 101 l 0.99 .10-2, 0.99. 10-2 Foreliene er 
0.1 O.OL L000 100 1100 0.1 0.91 .10-4 O91. 10-2) Protisten 
0.01 lo 4 104 104 2 10+ 001 05 .10-° 050,10-2 
0.00] 10-6 10° 106 11.10 10-8 0.09 .10-" 0.09, 10°" Hetezellen 
0.0001 10-5 10° 10> 101, 10° 10-* 0.01 .10-'® 0.01, 10>-* Bakterien 


lu 


*) Spezifischer Widerstand des Membranmaterials 500mal héher veranschlagt als spezifischer 
Widerstand des Zellinnern. Es ist nur der Teil der Membran berucksichtigt, der vom Strom quer 
durchflossen ist. 


Sind in einem Medium den Voraussetzungen entsprechende Organismen 
von der GriGBe der Forelleneier und derjenigen der Bakterien nebeneinander 
so ist bei Durchstrémung die Stromdichte in den letzteren 100mal kleiner 
als in den groBen Organismen. Um die Wirkung, die Verworn an Protozoen 
und Scheminzky an Forelleneiern beobachtete, auch an Bakterien hervor- 
zurufen, miiBte man also ein viel héheres Spannungsgefille anlegen. 

Noch starker als in dem gewahlten Beispiel miiBte sich der EinfiuB 
der OrganismengriBe geltend machen, wenn zur\Erzeugung einer Wirkung 
z. B. Ausfillen von Globulin eine Minimalspannung innerhalb der Zelle 
nétig ist (wobei der Organismus dann eine elektrolytische Zelle fiir sich 
darstellt), dann muB8B das Spannungsgefiille in der Bakteriensuspension 
etwa 2000mal gréBer sein als dasjenige in einer Forel!eneiersuspension, 
wenn eine elektrische Wirkung, die bei den Forelleneiern (die linear etwa 
2000mal gréBer sind als Bakterien) eben auftrat, auch in den Bakterien 
auftreten soll, 

Was durch diese Ausfithrungen dargetan werden soll, ist der Nachweis, 
daB es zum SchlieBen von der elektrischen Wirkung eines Stromes bei 
groBen Organismen auf die Wirkung bei kleinen etlicher Umrechnung 
bedarf; erst recht geht es natiirlich nicht an, wie Guarini die in der Milch 
suspendierten Mikroben einfach zu ersetzen durch im Wasser schwimmende 
Fische, denn es ist, abgesehen von dem Einflu8 der verschiedenen Grébe, 
der hier erértert wurde, auch anzunehmen, daB Organismen mit Blut- 
und Nervenstringen gegeniiber der Einwirkung elektrischer Stréme viel 
empfindlicher sind als Einzeller, nicht nur, weil in ihnen einzelne Gewebe 
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auf elektrische Ejinfliisse besonders stark reagieren, sondern auch, weil 


sich in einzelnen Geweben, speziell in den Blutbahnen, die besser leiten als 


der tibrige Organismus, die Strombahnen konzentrieren '). 


Eigene Versuche. 


a) KRinilug des elektrischen Stromes aut die thermische Abtédtus qaqrenze von 


(iar wmnqserredarh., 


Besser bekannt als die elektrischen sind begreiflicherweise dic 
thermischen Wirkungen auf Mikroorganismen:; durch Erwirmung auf 
eine bestimmte Temperatur kann man bestimmte Mikroorganismen 
téten. Es war nun fiir die uns hier interessierende Frage von Interesse, 
zu untersuchen, ob die Temperatur, bei welcher Mikroben zugrunde 
gehen, verschieden sei, je nachdem man das Medium in iiblicher Weise 
von auben oder aber dadurch heizt, dal man einen elektrischen Strom 
durch das Medium flieBen laBt (elektrolytische Heizung).  Stellt es 
sich namlich heraus, dab bei elektrolytischer Heizung die Mikroben 
schon bei tieferer Temperatur vernichtet werden als bei der Heizung 
von auben, so darf man daraus schlieBben, dab der elektrische Strom 
auber der thermischen noch eine andere Wirkung ausgetibt hat; dies 
kann eine chemische Veranderung des Mediums sein, sofern Gleichstrom 
verwendet wurde; eine Herabsetzung der thermischen Abtétungsgrenze 
durch Wechselstromheizung liecBe indessen eine spezifische elektrische 
Beeinflussung der Organismen vermuten, da bei Wechselstrom schon 
hei der gew6hnlichen Frequenz (50 Per.) elektrolytische Zersetzungen 
nicht oder nur in ganz unbedeutendem Mabe auftreten. 


Heizversuche., 


Von siibem Apfelmost wurde in je einem groben Becherglas J Liter 
elektrolytisch geheizt (£), ein zweites Liter von auben (W). Die elektro- 
lytische Heizung geschah in der Weise, daB zwei Kohlenstifte in den 
Most getaucht und mit der Lichtleitung verbunden wurden (Wechsel- 
strom 110 Volt, 50 Perioden) Das Spannungsgefalle betrug 16 Volt 
pro Zentimeter. 

Der Most hatte anfanglich eine Temperatur von 20°: wenn die 
Temperatur durch die Heizung um 10° gestiegen war, so wurde jeweils 
mittels steriler Pipette eine Probe entnommen und in sterile Gar- 
kélbchen gefiillt; die ganze Prozedur dauerte etwa 3 Stunden; die 
Garkélbchen wurden bei 30° aufgestellt. 


') v. Neegaard beobachtete z. B., da8 der durchschnittliche spezifische 


Widerstand des Hundekérpers dreimal gréBer war als derjenige des Blutes 
K. v. Neergaard, Arch. f. klin. Chirurgie 122, 1, l00— 150, 1922. 
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Es resultierte : 


Versuch iiber die thermische Abtiétungsgrenze bei Hefe. 





Kohlensaurcb Idung in den Garkélbchen 


Stunden 
seit dem Most elektrolytisch geneizt aut . - 
Autstellen (Wechselstrom 16 Volt. cm~!) : Most von sufca yeheist aut: 
bei 30° 20° | We 40 sO oo 8670 sO 2u' 4 S) oo” =—70° | 80° 
0 0 0 0 i) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
2 Sp Sp| Sp 0 00! 90)Sp!Sp Sp! 0 0:0), 0 
3 Sp Sp Sp 0 0 0 0 Sp Sp Sp Sp. 0 0 0 
6 Sp Sp Sp 0 0 0.0. Sp Sp Sp/|Sp 0 0} 0 
24 5473 | 56 | 57; 0 | 0 | O | 70; 6 | 50/| 53 | Sp| 0 | O 
26 58 m/| 58 70; 0 | 0 | 0 | m/| 77 | 5/60 + Sp| 0; 0 
30 6O m S&S m_ O 0 0 m m_= 58 62 Sp, 0 0 
48 mmmmim. O 0 mmm mm oO 0 


Es bedeutet: 0 = keine COs, Sp eine Spur COs, eine Zahl = CO,-+Saule in mm, 
m = ganzes Steigrohr voll CO». 


Bei beiden Arten der Heizung blieb der Most von 70° an ohne 
Girung. Da die Steigréhren der Garkélbchen alle gleich weit waren, 
so sind die gleichzeitig gemessenen Héhen der CO,-Siulen einiger- 
maBen vergleichbare Mabe fiir die bis zu diesem Zeitpunkt durch- 
schnittlich stattgehabte Giarintensitat; leider waren nur einmal alle 
diese Héhen gleichzeitig meBbar (24 Stunden nach dem Aufstellen 
der Kélbchen). Bei dieser Messung betrug: 

Die Summe der CQO,-Saulen beim elektrolytisch geheizten Most 

24.5 cm. 


Die Summe der C O,-Saulen beim von auBen geheizten Most 23,5 em. 


Beim elektrolytisch geheizten Most war die Garintensitat bei dieser 
Messung etwas gréBer, doch liegt der Unterschied zweifellos innerhalb 
der Versuchsfehler, ebenso das Ergebnis, das zu gegenteiligen Schliissen 
verleiten kénnte, daB das Eintreten der Garung bei den auf 50 und 60° 
erhitzten Proben bei dem von auBen geheizten Most etwas friiher 
beobachtet werden konnte als bei den entsprechenden Proben des 
elektrolytisch geheizten Mostes: 

Wechselstrom (50 Perioden, 16 Volt pro Zentimeter) hat bei diesem 
Versuch weder auf die thermische Abtétungsgrenze noch auf die Gar- 
freudigkeit der nicht bis zur Vernichtung erhitzten Pilze einen Einflug 
ausgeiibt. 

Mit einigen Vorbehalten kann zum Vergleich mit diesem Wechsel- 
stromversuch ein spaterer mit Gleichstrom herangezogen werden, 
bei dem statt Most Bierwiirze verwendet wurde. Bei diesem resul- 


tierte: 
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Versuch iiber die thermische Abtétungsgrenze bei Hefe. 





Stunden Kohlensaurebildung in den Garkoélbchen 
seit dem Auf- 
stellen der Gare Mit Gleichstrom elektrolytisch geheizt Von aufen geheizt 

kélbchen bei 

Zimmertemp. 20 ww a su ow 70 2» B) 4 w ow 70 

6 58 60 5O 0 0 0 58 6s m 44 0 0 

8 68 | 72 67 0 0 0 72 m m 55 0 0 

22 m m m Sp 0 0 m m m m 0 0 

28 m m m y * 0 0 m m m m 0 0 

34 m m m 58 0 0 m m m m 0 0 

48 m m m m 0 0 m m m m 0 0 

72 m m m m m 0 m m m m 0 0 


Anmerkungen siehe vorige Tabelle. 


Die elektrolytische Heizung mit Gleichstrom hatte, verglichen mit 
der Heizung von auben, eine deutliche Beeintrachtigung der Gar- 
freudigkeit der nicht bis zur Vernichtung erhitzten Pilze zur Folge 
(spaterer Beginn der Sichtbarkeit der Garung sowohl als auch ver- 
minderte Giarintensitat). Die thermische Abtétungsgrenze wurde 
indessen auch durch elektrolytische Gleichstromheizung nicht herab- 
gesetzt. (Sie erscheint im Gegenteil erhéht, doch ist das Nichteintreten 
der Garung im von auBen auf 60° erhitzten Medium vermutlich zufallig.) 


b) EinfluB des elektrischen Stromes auj die Gdrtdtigkeit. 

Wenn der elektrische Strom Mikroorganismen téten kann, so ist 
anzunehmen, dais man schon bei Strémen, die noch keine tédliche 
Wirkung haben, einen EinfluB auf die LebensiuBerungen beobachten 
kann: d. h. die LebensiuBerungen sind sofern man sie gut messen 
kann — vermutlich ein empfindlicheres Reagens auf eventuelle Ein- 
fliisse des elektrischen Stromes als die Feststellung der Abtétung. 
Die Alkoholgirung ist nun eine Mikrobentitigkeit, deren Ausmal 
und Verlauf sich gut quantitativ verfolgen liBt; auBerdem sind die 
Hefepilze gréBer als die meisten Bakterien, sie werden daher gemal} 
unseren theoretischen Uberlegungen ,von Strémen mit gleichem 
Spannungsgefiille gtarker beeinflubt werden als die Bakterien. Aus 
diesen Griinden schien mir girende Hefe ein besonders geeignetes 
Versuchsobjekt zum Studium der Frage, wie elektrische Stréme die 
Mikrobentiatigkeit beeinflussen kénnen. 

Versuche tiber Girung wihrend des Stromdurchganges. 


Als Versuchsmaterial diente eine Zerteilung von auf dem Gipsblock 
getrockneter, untergiriger Brauereihefe in steriler Bierwiirze'). Diese 


1) Herr Dr. Fries, Direktor der wissenschaftlichen Versuchsstation 
schweizerischer Brauereien hat mir in weitherziger Weise mehrmals Hefe 
und Wiirze zur Verfiigung gestellt und mir fachmiinnischen Rat zuteil 
werden lassen, wofiir ich ihm auch hier meinen besten Dank sage. 
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Suspension wurde in ein horizontales Glasrohr von 2,5 qem Querschnitt 
und 29¢m Linge gebracht, das sowohl an beiden Enden als auch in 
der Mitte je einen senkrechten Ansatz hatte (in die beiden Endansiitze 
kamen als Elektroden Kohlenstifte, spater zur Kontrolle Platinspatel), 
aus dem mittleren Ansatz wurden die zu untersuchenden Proben ent- 
nommen. Von der Suspension wurde bei jedem Versuch ein Quantum 
in einem Erlenmeyerkélbchen in gleich hoher Schicht aufgestellt wie 
im Elektrolysierrohr und daran der Verlauf der Gairung ohne Strom 
testgestellt. Das spezifische Gewicht der Wiirze wurde von Zeit zu 
Zeit pyknometrisch gemessen. Die Anderung des spezifischen Gewichts 
ist ein Mab fiir die Gartitigkeit. 

Es wurde mit Gleichstrom und mit Wechselstrom experimentiert 
mit einer Spannung von 3 bis 4 Volt pro Zentimeter, was einer Strom- 
dichte im Medium von 7 bis 8 Milliampere pro Quadratzentimeter 
entsprach. 

Es wurde gefunden: 


Garversuche mit Gleichstrom (Kohlenelektroden). 





Temperatur der elektrolysierten Wiirze . . . . . 24° 
Temperatur der Wirze ohre Strom 1° 
pee oe Spez. Gew. der Wurze Anderung des spez. Gew 
seit Beginn Gleichstrom obne Strom Gleichstrom obne Strom 
0 0438 0438 . 7 
; 5, O688 1,0438 0,0125 0.0171 
24 10313 10267 0.0146 00247 
48 1,0292 1,0191 _— wae 


Durch Gleichstrom ist die Garung deutlich gehemmt worden. 
Nach 48 Stunden war unter Gleichstrom die Garwirkung nur 60 Proz. 
derjenigen der Kontrollprobe, trotzdem die elektrolysierte Wiirze eine 


fiir die Garung giinstigere Temperatur hatte!). 


Garversuch mit Wechselstrom (Kohlenelektroden). 





Temperatur cer e‘ektrolvsierten Wiirze . . . . . 24° 
Temperatur der Wiirze ohne Strom... ... . 21° 
Seunden Spez. Gew. der Wirze Anderung des spez. Gew 
seit Beginn Wechselstrom ohne Strom Wechselstrom ohne Strom 
0 0438 043 . - 
L, 438 1,0638 0.0311 0.0297 
48 1,0127 10141 


') Durch Elektrolyse verschwindet Wasser aus der Wiirze; dadurch 
steigt natiirlich deren spezifisches Gewicht. Dies stért aber das Ergebnis 
des Versuchs nicht, denn es JaBt sich leicht berechnen, daBb diese Wasser- 
zersetzung das spezifische Gewicht um héchstens 0,0001 pro Tag erhéhen 


kann. 
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Durch Wechselstrom ist im Gegensatz zu Gleichstrom die Girung 
nicht gehemmt worden. Die Girung war unter Strom sogar etwas 
lebhafter als ohne Strom, wahrscheinlich infolge der etwas héheren 
Temperatur'). 


Es sei noch ein Kontrollversuch mit Platinelektroden angefiihrt: 


Girversuch mit Gleichstrom (Pla.inelektroce: 





Spez. Gew. der Wurze Anderung des spez. Gew 
Stunden 


seit Beginn 


Gleichstrom ohne Strom Gleichstrom ehne Strom 
0 1.0438 1.0438 = 
- 7282 “aaen 0.0055 O.OL6S 
i? 1.0583 10275 : ’ 
= = a4 ’ i OOTOS OOozsH 
oi 1.0330 LOSS ’ - 
‘ > O.OL2s8 oosl2 
48 LOSLO LOT26 0.0146 onan 
O63 Lavoe 1OD33 : 7 ’ ; . a) 
- ’ : ope rO1TO OO306 
Si 1.0268 1.0132 : y 


Das Resultat ist das gleiche wie beim Gleichstromversuch mit 
Kohlenelektroden *) Ein weiterer Versuch ergab ebenfalls dasselbe 
Resultat. 

Wechselstrom (50 Perioden) beeintrachtigt die Girung nicht, 
Gleichstrom von demselben Ausmal 3 bis 4 Volt.cm~! Spannungs- 
gefille, 7 bis 8 Miiliampere .cm~? Stromdichte hemmen die Garung 
betrachtlich. 

Ist nun aber diese Wirkung des Gleichstroms spezifisch elektrisch, 
ein elektrischer EinfluB auf die Hefezellen selbst, oder besteht sie in 


1) Den gleichen Unterschied im Verhalten von Gleichstrom und 
Wechselstrom haben 1914 Palladin und Milljiak bei der Carung ohne 
lebende Hefe mit Hefanol beobachtet: sie vermuten, dali die steigernde 





Wirkung des Wechselstroms damit zusammenhiange, dal durch den Wechse! 
strom Wasser gespalten werde. W. Palladin und G. Milljak, Zeitschr. f 
Girungsphysiol. 4, 323—342, 1914. Die steigernde Wirkung von Wechsel 
strom auf die Girung von lebender Hefe wurde auch von F. Hdqglund 
festgestellt, dieser ist der Ansicht, dab diese Erscheinung mit einer Stimu- 
lierung der Zymase durch den Wechselstrom zusamrmenhinge, auch spalte 
Wechselstrom von Yeiner Brenztraubensiiure ohne Enzym CO, ab. (Diese 
Zeitschr. 70, 164—170, 1915.) 

2) Das spezifische Gewicht der Wiirze nimmt beim Gleichstromversuch 
auch nach tagelanger Einwirkung des Stromes immer weiter ab, dies ist 
aber nicht mehr eine Folge der Girung, sondern wohl einer Verarmung 
der Wiirze an spezifisch schweren Stoffen durch Kataphorese und Fallung 
(Krustenbildung an der Anode). Ein Kontrollversuch mit steriler Bierwiirze 
ergab zwar bei viertagiger Elektrolyse nur eine Verminderung des spezifischen 
Gewichts von 0,0005, es ist indessen anzunehmen, dal in Wirze, die schon 
Alkohol enthalt. infolge von dessen dehvdratisierender Wirkung und det 
Verminderung der Viskositiit der kataphoretische Wegtransport und die 
Fallung rascher vor sich gehen als in der unveranderten Wiirze. 
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einer durch elektrolytische Prozesse bedingten Veranderung des 
Mediums ¢ 

Zur Priifung dieser Frage wurde Bierwiirze, durch die 8 Tage lang 
Gleichstrom geflossen war, in ein Garkélbchen gefiillt und ihr Hefe 
zugesetzt, deren Lebensfahigkeit durch einen Parallelversuch mit 
frischer Wiirze festgestellt wurde. Das Kélbchen blieb ohne Garung. 
Wiirze. durch die 8 Tage lang Gleichstrom geflossen!), ist also als 
Garmedium ungeeignet. 

Um nun weiterhin die Frage zu priifen, ob es sich dabei um den 
Entzug von lebensnotwendigen Stoffen handelt oder aber um eine 
Bildung von Giftstoffen, wurde die elektrolysierte Wiirze wieder aus 
dem Koélbchen entfernt und frische Wiirze zu der im Koélbchen belassenen 
Hefe zugesetzt. Waren nun durch die Elektrolyse nur lebensnot wendige 
sStoffe entzogen worden, so hatte nach Zusatz der frischen Wiirze die 
Hefe wieder zu giiren begonnen. Aber auch jetzt blieb das Koélbchen 
ohne Garung: daraus kann geschlossen werden, dai durch achttagige 
El-ktrolyse unter den angegebenen Bedingungen Bicrwiirze — ver- 
giftet wird. 

Ist die Bierwiirze bloB 24 Stunden unter der Einwirkung des 
Gleichstroms, so ist sie, wie andere Versuche gezeigt haben, noch gir- 
fihig. ebenso sind in dieser Wiirze vorhandene Hefezellen noch lebens- 
kraftig. 

Bei den Heizversuchen wurde auch mit elektrolytischer Gleich- 
stromheizung keine Herabsetzung der thermischen Abtétungsgrenze 
erreicht, trotzdem die Garversuche auf eine Vergiftung des Mediums 
durch Elektrolyse schlieBen lassen; eine Rechnung klirt diesen schein- 
baren Widerspruch auf: 

Bei den Heizversuchen wird bei Annahme von 50 Proz. Wiarme- 
verlust, was bei elektrolytischer Heizung reichlich bemessen ist, pro 
Liter und je 10° Temperaturdifferenz 20 Cal Energie gebraucht; es 
entsprechen 0,86 Cal = 1 Wattstunde = 3600 Voltcoulomb, 1 Cal somit 
4200 Voltcoulomb, und 20 Cal also 84000 Voltcoulomb, das sind bei 
einer Spannung von 100 Volt 840 Coulomb. Wahrend des ganzen 
Heizversuchs passieren danach (60° Temperaturdifferenz) 5000 Coulomb 
ein Liter des Mediums. Beim Versuch mit Garung unter Strom gehen 
durch 80cem des Mediums 20 Milliampere, das macht im Tage 
20. 24. 60. 60 

1000 
21600 Coulomb pro Tag. Beim Versuch mit Garung unter Strom 
passierte also, auf gleiche Mengen des Mediums gerechnet, schon 
an einem Tage eine viermal so grobe Elektrizitatsmenge das Medium, 


1726 Coulomb, und auf das Liter gerechnet 


1) Bei einem Durchgang von 21600 Coulomb pro Tag und Liter Wiirze. 
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wie beim ganzen Heizversuch durchging. Die Vergiftung des Mediums 
durch Elektrolyse erwies sich beim Garversuch in 24 Stunden als noch 
ungeniigend zur Abtétung der SproBpilze; daB durch dic viermal 
kleinere Elektrizitatsmenge und diese ist ja fiir das Ausmab der 
elektrolytischen Veranderung  bestimmend die thermische Ab- 
tétungsgrenze nicht erniedrigt wurde, erscheint danach begreiflich. 

Weniger begreiflich erscheint uns aber nach diesen Untersuchungen, 
daB das Futter durch Elektrolysierung, um auf das anfangliche Thema 
zuriickzukommen, steri} werden soll. Meist wird mit Wechselstrom 
elektrolysiert, der, wie gezeigt, bei dem hier in Betracht kommenden 
Spannungsgefalle auf Hefepilze nicht einwirkt, auf Bakterien vermutlich 
erst recht nicht; aber auch wenn mit Gleichstrom elektrolysiert wird, 
so geniigt die elektrolytische Zersetzung des Materials zu einer Sterili- 
sierung vermutlich nicht. Man braucht namlich zur Elektrolysierung 
von l0Okg Futter hoch gerechnet 4 Kilowattstunden, das sind bei 
einer fiir diesen Fall niedrig angenommenen Spannung von 100 Volt 
144000 Coulomb, also pro Lkg Futter 1440 Coulomb, mithin noch 
drei- bis viermal weniger als bei unseren Versuchen mit elektrolytischer 
Heizung im Becherglas. wo, wie wir gesehen, von einer elektrischen 
Abtétung keine Rede sein konnte. 

Bakteriologische Untersuchungen an der Eidgendssischen Tech- 
nischen Hochschule, die wir Herrn Prof. Dr. Diiggeli verdanken, ergaben 
denn auch eine recht betrachtliche Vermehrung der Keime wahrend 
und nach der Elektrosilierung, und Scheunert und Schieblich') schreiben 
direkt von einer typischen Elektrosilagemikroflora, aber nichts von 
Sterilitat. 

Wir priifen seit einigen Jahren die Frage, ob im Elektrofutter 
Garungen stattfinden, aber auch mit chemischen Methoden; wir haben 
bisher kein Elektrofutter bekommen, das nicht ein Sauerfutter gewesen 
ware, und zwar auch fliichtige Sauren enthalten hitte, wahrend letztere 
im Grase nicht in nennenswerter Menge vorkommen®*), wir haben 
auch in allen Fallen einen recht erheblichen Abbau von Nahrstoffen*) 
feststellen miissen und sind geneigt, dafiir hauptsichlich Garungen 
verantwortlich zu machen neben der Pflanzenatmung,. die iibrigens, 
wie Respirationsversuche des Verfassers ergeben haben, durch Wechsel- 


1) A. Scheunert und M. Schieblich, Mlustr. Landw. Ztg. Perlin, 24. Fe- 
bruar 1923. 

2) Im Elektrofutter 0,5 bis 2 Proz. gesamte fliichtige Siuren, im Gras 
etwa 0,1 Proz. 

8) Vom Reinprotein des Grases gingen bei zwei Versuchen tberein- 
stimmend durch Elektrosilierung 38 Proz. verloren, vom Produktionswert 


bei einem Versuch 30 Proz., beim anderen 43 Proz. der Starkeeinheiten. 








324 M. Kleiber: Einwirkung elektrischer Stréme auf Mikroorganismen. 


strom auch nicht und durch Gleichstrom nur bei hohen Stromdichten 
beeintrachtigt wird!) (250 Ampere pro Quadratmeter). 


Zusammenfassung. 

Es wird nach einem kurzen Uberblick iiber friihere Versuche, 
Mikroben durch elektrischen Strom zu téten, die Frage diskutiert 
wie man von elektrischen Wirkungen bei gréBeren Organismen (Forellen- 
eier, Protisten) auf solche bei Mikroorganismen schlieBen kénnte, und 
dargetan, dab durch den EinfluB der schlecht leitenden Membranen. 
der um so starker hervortritt, je kleiner die Organismen sind, die Mikro- 
organismen vermutlich gegeniiber elektrischen Einfliissen resistenter 
sind als gréBere Organismen, wie z. B. Forelleneier oder Protisten. 

Aus Versuchen mit Hefe in Most und Bierwiirze geht hervor, 
daB durch elektrolytische Heizung mit Gleichstrom und Wechselstrom bei 
16 Volt.cm~! Spannungsgefaile die thermische Abtétungsgrenze fiir 
Hefe gegeniiber der Heizung des Mediums von auBen nicht verschoben 
wird. 

Durch Versuche mit Garung unter Strom wird gezeigt, da Wechsel- 
strom mit 3 bis 4 Volt.cm~! Spannungsgefalle und 7 bis 8 Milliampere 
pro Quadratzentimeter Stromdichte die Garung nicht hemmt, dal 
dagegen Gleichstrom von demselben Ausmal} die Garung betriachtlich 
hintanhalt; es wird gezeigt, daB es sich bei diesem Effekt nicht um 
eine spezifisch elektrische Wirkung auf die Hefezellen handeln mub, 
da nimlich eine Verainderung des Garmediums (Bierwiirze) stattfindet, 
wodurch dieses nicht nur die Garfihigkeit verliert, sondern Hefezellen 
abzutéten vermag. 

Aus diesen Befunden wird gefolgert, dal im Elektrosilo nicht 
mit einer Abtétung der Mikroflora gerechnet werden kann, welche 
Folgerung bestatigt wird durch bakteriologische und indirekt durch 
chemische Untersuchung von Elektrosilos. 


1) M. Kleiber, Uber die elektrische Konsery ierung von saftigem Futter. 
Dissertation Ziirich 1924. 











2) 











nN 











Untersuchungen iiber die Viskositit menschlicher Synovia. 


Von 


Justus Sehneider. 
Aus dem pathologischen Institut der Universitit Wiirzburg.) 
(Eingeganagen am 20. Mai 1925.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Wenn die reine Chemie der Synovialfliissigkeit schon der Gegen- 
stand einiger Untersuchungen war, so hat man einer eventuellen Ver- 
anderlichkeit dieser Fliissigkeit unter pathologischen Verhiiltnissen 
bisher keine eingehenderen Untersuchungen gewidmet. Unter physio- 
logischen Bedingungen bringt allerdings Wagners Handbuch (ILL. Abt., 
1, S. 463) eine Gegeniiberstellung von Analysen, die hier folgen: 





Synovia eines gemasteten Synovia des Weidetieres 


Stallochsen (Ruhe) (Bewegung) 

Prom Prom 
Se eee ee ee 969.9 948.5 
Feste Stoffe ee ee ae eee 30,1 51,1 
Muzinihnliche Stoffe. 2... . 24 5.6 
Albumin und Extraktivstoffe . 15.7 35,1 
Rs hn as ek a ee ee 0.6 07 
Salze .. pate wk ee ae 11.3 99 


Wenn ich auch diese Analysen unter allem Vorbehalt hier wieder- 
gebe (die Summe der Promille betragt auf keiner Seite LOOO!), 
so sind sie viglfach tibernommen worden und auch fiir mich insofern 
wertvoll, als ich nicht sicher bestimmen kann, welche der von mir 
gefundenen Werte als normale angesprochen werden diirfen. 

Die Anregung zu vorliegenden Untersuchungen iiber die Verander- 
lichkeit der Viskositat der Gelenkschmiere gab mir Herr Geh. Rat Prof. 
M. B. Schmidt. in dessen Institut die Untersuchungen ausgefiihrt 
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wurden. Die klinische Beobachtung, dai zahlreiche Krankheiten, 
besonders Infektionskrankheiten, von Gelenkschmerzen begleitet sind, 
ohne dab an den Gelenken oder der Gelenkmembran ein anatomisches 
Substrat sich fand, legte es ihm nahe. da diese Schmerzen vielleicht 
von einer Anderung des Chemismus der Gelenkschmiere begleitet 
wiren. Und die Viskositat ist ja ein ungemein empfindlicher Indikator 
fiir Veranderungen in kolloidalen Systemen. Die Abhangigkeit des 
Zahigkeitsgrades von der Konzentration, dem Grade der Dispersitat, 
der Hydrophilie ,.ist eine so innige und die Viskositatsmessung eine 
so feine, daB eine jede kleine Anderung des Zustandes der gelésten 
hydrophilen Kolloide unter dem EinfluB von Zusatzen, Erwarmung, 
Schiittelung, chemischer Umwandlung zum Ausdruck kommt. Die 
Viskositat gibt daher ein bequemes und auBerst feines MaB zur Be- 
stimmung der Zustandsform und der Zustandsainderung des Kolloid- 
bestandes einer Lésung™ [Schade (1)}. 

Einigermaben grobe experimentelle Schwierigkeiten ergaben sich 
fiir die technische Durchfiihrung der Messungen. Wurden doch in 
zwei Richtungen Anforderungen gestellt, die keines der vorhandenen 
Viskosimeter erfiillte und eine eigene Konstruktion bedingten. Einmal 
war es die sehr geringe Menge des Materials. Durchschnittlich 10 cg! 
(Technik der Gewinnung: Bei leicht gebogenem Knie Einstich mit 
der Hohlnadel am lateralen Rande des lig. patellae, wo man den 
Gelenkspalt fiihlen kann. Stichrichtung sagital etwas nach oben innen. 
Man gelangt in etwa 6cm Tiefe, beim langsamen Herausziehen mit 
angezogenem NSpritzenstempel erhalt man in 70 Proz. der Falle etwas 
Synovia. Gelenkeréffnung gibt sehr schlechte Ausbeuten.) = Zum 
anderen zeigte sich schon bei den Vorversuchen eine ganz auberordent- 
liche Variabilitat, die zwischen dem Zwei- und Mehrtausendfachen 
des Wasserwertes schwankte. Dieses veranlaBbte mich. die bisher ver 
wendeten Beziehungen: 

Durchflubzeit des Materials 


Viskositat ; : 
™ ° Durchflubzeit des Wassers 


und 


Durchflubmenge von Wasser 


Viskositat o . 
: DurchfluBmenge von Material 


zu erweitern durch Einfiihrung veranderlichen Druckes, unter dem die 
zu vergleichenden Fliissigkeiten durch die Kapillare getrieben werden. 
Nach dem Gesetz von Poiseuiile wachst die DurchfluBmenge proportional 
dem Druck, sofern keine Turbulenz eintritt. Die Einfiihrung dieser 
Beziehung erméglichte es, dab sich die Beobachtungszeiten einigermaben 
gleich blieben und nicht zwischen Sekunden und Tagen differierten. 
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Die Relation dieser drei mathematischen Beziehungen der Vis- 
kositat g fiihrte mich zu folgender Formel: 


a a 
a es, 


die allen Messungen zugrunde liegt und in der 7 = DurchfluBzeit, 
= DurchfluBmenge, p = Druck wahrend der Messung, s = Synovia 
und w = zweifach destilliertes Wasser ist. 

Eine den gegebenen Material verhaltnissen und den vorangegangenen 
physikalischen Erwaigungen entsprechende Kapillarform wurde nach 
langen und zahlreichen Versuchen in Abb. 1 gefunden. 


} 
-— | 
Saug = neg. Druck nA ad ' 
! 
| 
li ! 
! ‘= 
positiver 
Oruch 
1 
| 
! 






































Milli meterskala 


Abb. 1. 


Hierbei wird zum Versuch, nachdem die Kapillare rein im physiko- 
chemischen Sinne ist, das Schlauchstiickchen G auf der dickwandigen, 
licht etwa 0.8mm _ weiten Kapillare abgenommen, die Synovia (zu- 
meist | bis 2 Tropfen) aufgegossen und durch Saugen auf der anderen 
Seite des Kapillarrohres pipettenartig eingefiillt, bis der Spiegel der 
Synovia etwa 4mm unter das Ende des Rohres gesunken ist: dann 
wird das Schlauchende aufgesetzt und mit Wasser bis zum Rande 
aufgefiillt, damit wihrend des Versuchs auf dieser Seite der Kapillar- 
strecke A (Durchmesser etwa 0,05 mm) gleicher hydrostatischer Druck 
herrscht. Auf der Saugseite wird zum Versuch ein bestimmter negativer 
Druck angelegt, so dal} im ganzen die Niveaudifferenz zwischen dem 
Wasserspiegel in G und dem horizontalen Réhrenteil plus dem Saug- 
druck wirken. Fiir den regelmabigen Kontrollversuch mit Wasser 
wurde der Saugdruck weggelassen. Auf der Saugseite findet sich hinter 
der Kapillarenge A\ eine Millimeterskala, auf der die durchgeflossene 
Menge = / abgelesen werden kann, je nachdem vicl cder wenig Synovia 
zur Verfiigung stand. Die Zeit des Passierens zweier beliebiger Skalen- 
teile durch den Kopf der Synoviasaule wird auf eine fiinftel Sekunde 


9 * 
~< 
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abgestoppt, wobei es sich als zweckmabig erwies, 7, auf 10 em Saulen- 
lange zu reduzieren, weil sich die logarithmische Berechnung ver- 
einfacht. 

Peinliche Einhaltung gleicher Temperatur (hier 22°C) fiir alle 
Versuche durch konstantes Wasserbad ist natiirlich Voraussetzung 
Zu diesem Zwecke wurde die beschriebene Kapillare in das Ostwald sche 
Viskosimeter eingebaut. das geniigend Raum fiir diesen Zweck bot. 











s ss 
-=2—— 

ZurWasser & Ss 

Strahi 

Purnpe 

Skala 
Mg Messkapillare 

Abb. 2. BR, R’ Regulatoren. S = Sperrhahne. WV, M’ (-Manometer. / Expansionsgetaf 


(zum Aufnehmen der kleinen Druckschwankungen durch das Aufperlen der Luftblasen in 
R baw, RB’). Th = Thermometer. RB = Ruhrwerk. 0 = Ostwaldsches Viskosimeter. AK = Kapillar 
strecke. (= Quetschhahn zum Ansaugen des Materials nach Schluf von s’ 





Abb. 3. Beispiel einer ausgebauten Apparatur (Wurzburg) 


Der notwendige variable, wihrend des Versuchs durchaus konstante 
negative Druck wurde durch nachstehende Anordnung erzeugt, die 


ohne weiteres verstandlich sein diirfte (Abb. 2 und 3). 


Hierbei lassen sich die Réhren a und a’ der beiden Regulatoren 
beliebig tief in das Quecksilber bzw. in das Wasser eintauchen und 
bewirken dadurch, daB kein héherer als der der Tauchtiefe entsprechende 
negative Druck auftreten kann. Quecksilber- und Wassermanometer 
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sind vorgesehen, um bei hohen (bis 1% Atm.) und bei niederen Unter- 
drucken genau deren Wert ablesen zu kénnen. 

Um sehr schwer zu beseitigende ,,Embolien* in dem engen Kapillar- 
teil durch Knorpel- oder Gewebsteilchen zu vermeiden, wurde die 
Synovia vorher filtriert, indem iiber das Glischen, in dem sich die 
Synovia befand, ein Stiick feinen Gewebes gebunden. dariiber ein 
weiteres Glaschen gestiilpt und das Ganze umgekehrt in eine Zentrifuge 
eingelegt wurde. So gelang die Filtration weniger Tropfen zaihesten 
Materials. 

Sofort nach dem Versuch wurde die Kapillare ganz mit konzen- 
triertem Schwefelsdure-Bichromatgemisch gefiillt, das im Verlauf 
von 4 bis 6 Stunden die Kapillare saiuberte. 

Natiirlich arbeitet, wie bei allen Viskosimetern, auch diese Methode 
nur relativ genau; andere Untersucher werden mit anderen Kapillaren 
andere absolute Werte finden, das Wesentliche ist die Verschiedenheit 
der Werte, die ich bei meiner Methode in den verschiedenen Fallen fand. 

Fiir die Beurteilung der gefundenen Werte war es von Wichtigkeit, 
die Veranderungen der durch lingere Zeit steril aufgehobenen Synovia 
zu untersuchen. Durch einen giinstigen Zufall konnte bei der Arthro- 
tomie bei Osteochondritis dissecans in der chirurgischen Klinik so viel 
sterile Synovia aufgefangen werden, dab durch 108 Stunden die Werte 
verfolgt werden konnten. 

Tabelle 
des zeitlichen Ablaufes der Verianderung der Viskositét steriler Synovia, 


die wahrend der Gewinnung (Operation) zu etwa 10 Proz. mit 1 proz. 
Novocain-Kochsalzlésung versetzt war: 


nach 4 Stunden war... .. ¢ = 22,7 
yi ro a me a a ew ee 
28 a a eo ae 18,7 

— al ae ee 18.8 
— aan - eae ae 19,6 
. 60 ie a! = oe bee ao eee 
.. 108 at a ee ar ee 18,2 


Die Veranderungen betragen also nur wenige Prozent, wobei man 
bedenken muB, daB die Synovia in einem gréBeren ErguB kaum ganz 
homogen sein diirfte. Die immerhin bemerkenswerte Konstanz des 
Wertes beweist natiirlich keineswegs, daB dieses das normale Ver- 
halten sei. 

Bei einigen Leichen konnte im zeitlichen Abstand einiger Stunden 
Synovia desselben Gelenkes gewonnen werden, wobei sich keine wesent- 
liche Differenz ergab. Die im iibrigen gefundenen Werte der Knie- 
gelenksynovia sind nun tabellarisch dargestellt: 
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K. H.,, 52 J., 2, 3.9 Cavernése Lungenphthise, Kehlkopftuberkulose 
13. XII, 24 
A.C.,18 J., Q,  recht-Knie 
12. XII. 24 7.2 Poliomyelitis anter.chron. Bronchopneumonie,k reislaufschwache, 
, ‘ link. Knie Odeme 
4.0 
M.S., 20 J.. Q s 179 Cavernose Lungenphthise, Kehlkopftuberkulose, Dunndarm 
5. XIL. 24 Bauchfelltuberkulose, trische Darmpertoration, Peritonitis 
Aus der chir. 
Klin. G. Krajt 18—22 Gelenkergu8 bei Osteochondritis dissecans 
G. K., 86 J., o, 19.9 Pertorations-Peritonitis, chronische ausgedehnte Ruhr, arterios 
27.1. 25 sclerotische Schrumpfniere, Marasmus 
W.B.,58J.,Q, links 
17. XII. 24 27,9 Schilddrusen-Sa mit Metastasen, Aortensclerose 
rechts 
319 
i ‘ 30.9 Myodegeneratio cordis, Stauungsorgane, Odeme, Herzhyper- 
22 |. 25 throphie, alte und frische Endocarditis 
K..,. co’, Chir. Klin., 33.3 Gelenkmaus mit Erguf, klinisch sonst gesund 
Op. 2. XII. 24 
M.G.,51 J., Q, 42.2 Lungen- und Darmtuberkulose 
2. IT. 25 
S. B.,71 J., i 43.3 Bronchopneumonie, Thrombose der V. fem. r. und der V. iliaca 
15. 1.25 L., alter haemorrhagischer Lungeninfarkt, Myodegen. cordis 
K.S., 50 J... yg - 47.2 Ca, uteri, vereiterte Drisenmetastasen, Bronchopneumonie 
11, IT, 25 
E. B., 54 J., eS. 57.4 Icterus, cholamische Blutungen in Herz» und Mageninnenhaut. 
9. II. 25 chronische Cholecystitis, Cholangitis, Cholelithiasis, alte 
= “— Ptortaderthrombose 
I wWewZ. oC. 59.8 Endarteriitis der Hirnarterien, chronische Leptomeningitis, 
2 XII. 24 maligne Sclerose der Nieren, Uramie, Herzhyperthrophie, 
= = Mesaortitis luetica 
A.Z., 283 5., o, 60.0 Alte Milzruptur, Thrombose, der V. lien.. Darmulcusnarben, 
7 IL. 25 alte Arrosionshéble in Pankreas, frische Arterienarrosion, 
— Pankreasnekrose 
H., 53 J.. , 72 Cholelithiesis, subphren. AbzeB, Galleperitonitis 
22. I. 25 
es * o. 108.5 Alte Lungentuberkulose links, kasige Herde, frische Aussaat, 
9. L. 25 frische Pleuritis rechts, Bronchopneumonie 
I, Sch., 44 J., o, 113.2 Aspirationspneumonie, Billroth II wegen ulcus, akute Endo- 
27.1. 25 karditis, Pyelitis rechts 
A.H.,40 I. 6, 158, 1 Lungen: und Darmtuberkulose, Stauungshyperthrophie der Leber 
8. IT. 25 
M. M., 40 J., >. 185 Frische Bronchopneumonie, alte, geheilte tuberkulése Lungen- 
3. XII. 24 berde 
2 187 Peritonitis nach Bruchoperation. Chron. Cholecystitis, arterios 
30. I. 25 sclerotische Schrumpfniere 
K. W., 22 J., ¢, 206 Suicid. Status thymolymphaticus, geheilter tuberkuléser Primar- 
10. IL. 25 affekt der Lunge 
M.S., 2, 211 fleus des gesamten Darmkanals post. part. Frische Mitral- 
22 1. 25 endocarditis 
M.1.,144., oO, 275.3 Allgemeine Sepsis iit metastatischen Abszessen. Gelenk- 
19. 1. 25 vereiterung. (In der Synovia keine Bakterien, wenig Leu- 
— | cocyten, zahlreiche grofe, helle, aus dem Gewebe aus- 
gewanderte Zellen 
R.,23 J.,c, || 366.4 | Himorrhagische Infarzierung des gesamten Darmrohres, auto- 


22. I. 25 


chthone Mesenterialvenenthrombose 
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on a — al Viskositat Pathologisch-sanathomische Diagnose 
N., 53 J., o, 420 Spondylitis tbe., subperiostaler AbszeB. Tod durch Erhangen 
19. 1. 25 
H.S.,40 J. o,. 537.8 Harnblasenruptur, Peritonitis fibrinosa, Bronchopneumonie. 
26. I. 25 Darmblutungen, alte Pleuritis rechts 


K.G., 46 J... 857.4 Nekrotisierende Enteritis des Diinndarms, Stomatitis gangr. 
Hautblutungen, Bronchitis, (sebr akut verlaufen, Vergif tung ?) 


4. XII. 24 etwa 
M.E., 2 ‘ 900 Uterusperforation, Peritionitis 
15. I, 25 
L., 30 J., 8 1146 Peritonitis, Fettleber, tribe Nierenschwellung, suphren. AbszeB 
28. XI. 24 
W.Sch.,9 J... 1490 Hirnschuf, sonst o. B 
10. LT, 25. 


Bei diesen 30 Fallen gelang die Gewinnung von Synovia, wahllos 
wurde je nach Anfall des Materials untersucht. In zahlreichen Fallen 
konnten Kontrollmessungen vorgenommen werden, die weniger als 
| Proz. Differenz ergaben. Am auffallendsten dabei ist die enorme 
Variabilitat zwischen 3,9 und 1490! Es gibt sonst keine normalerweise 
im Kérper enthaltene Fliissigkeit, deren eine physikalische Konstante 
um das Vielhundertfache wechselte. Es ist dabei besonders bemerkens- 
wert, dafi die niedrigeren Werte sich ausschlieBlich finden, wenn 
chronische Krankheitsprozesse, besonders Tuberkulose, im Kérper 
spielten. Unter den héheren Werten herrschen durchaus akute, rasch 
zum Tode fiihrende Krankheitszustiinde vor, den héchsten Wert zeigte 
der Knabe, der, sonst véllig gesund, durch einen KopfschuB ums 
Leben kam. 

Dabei war ein Zusammenhang mit der Menge der Synovialfliissig- 
keit nicht nachweisbar, und die niedrigsten gefundenen Zahlen stammen 
aus Gelenken, die kaum mehr als normal gefiillt waren. Doch diirfte 
der Wassergehalt eine wesentliche Rolle spielen: Abdunsten von 
wenigen Prozenten Wasser brachte sehr groBe Anderungen hervor 
(z. B. von 1490 auf 3650 bei 5 Proz. Wasserentziehung). Eine groBe, 
vielleicht die gréBte Bedeutung diirfte einem Bestandteil zukommen, 
der dem Mucin verwandt ist (in etwa 40 Proz. meiner Untersuchungen 
fiel er durch schwache Sauren, in einigen Fillen durch Wasser aus), 
und der als Pseudomucin, Synoviamucin (2), Synovin (3) bezeichnet 
wird und der nicht identisch mit Mucin ist: ,,The resemblance of 
synovial fluid to mucin is more physical than chemical™ (4). 

Zu erwiihnen ist auch, daB in mehreren Versuchen gleicherweise 
in Synovia gewachsene Kolikulturen jene in | bis 2 Tagen fast zur 
Beweglichkeit von Wasser verfliissigten. In der frisch entnommenen 
Synovia wurden jedoch nie Spaltpilze nachgewiesen. 

Wenn Birch-Hirschfeld (5) anfiihrt. daB aus irgendwelchem Grunde 
entstandene gréBere Menge von Synovia sehr rasch resorbiert werden 
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kann, wenn andererseits Labor und v. Balogh (6) zu gleicher Zeit, wie 
im Blute, bei Infektionen (Typhus und Dysenterie) Agglutinine und 
Hamolysine auch in der Synovia nachwiesen, wenn ich selbst in zahl- 
reichen Fallen an der Gelbfarbung der Synovia einen Ikterus erkannte, 
der an den Skleren noch kaum eine Verfarbung hervorgerufen hatte, 
so muB wohl der Stoffwechsel, die Erneuerung der Gelenkschmiere 
viel reger sein, als man anzunehmen gewohnt ist. 

Man kénnte bei wasseriger Beschaffenheit der Synovia wohl am 
meisten daran denken, daB in dem chronisch kranken Koérper die Fahig- 
keit der Riickresorption des Wassers durch die Synovialmembran 
abnimmt, daB sie gewissermaBben die Konzentrationsfahigkeit dem 
Gelenkinhalt gegeniiber verliert; jedenfalls gab die mikroskopische 
Untersuchung der Synovialmembran und die cytologische Unter- 
suchung der Synovia mit Ausnahme des Falles mit Sepsis (s. Tabelle) 
nie einen Anhalt, dab etwa aktive Entziindung mit Exudatbildung 
eine Rolle gespielt hatten. 

Ohne Zweifel aber sind die dem Tode unmittelbar vorangegangenen 
Ereignisse, z. B. groBe Unruhe bei Peritonitikern, lange Ruhe und Kreis- 
laufschwache bei marantischen Erkrankungen usw. von grober Wichtig- 
keit, wenn auch Odeme sich fast nie in einer stirkeren Fiillung des 
Gelenkes bemerkbar machen. Die anfangs gegebenen Analysen ruhender 
und sich bewegender Tiere wiirden sich ohne Zweifel in einem erheblichen 
Unterschied der Viskositat aussprechen. Die physiologische Variations- 
breite wird also schon eine recht groBe, vielleicht zwischen 500 und 
1500 gegen Wasser = 1 sein. Die Werte darunter diirften wohl nur 
unter krankhaften Bedingungen auftreten. 

Was letzten Endes die Ursache der Verkniipfung des Viskositats- 
wertes der Synovia mit dem Zustand des iibrigen Kérpers und, wie es 
nach diesen Untersuchungen zu sein scheint, besonders mit Krank- 
heiten, die zunichst die Vitalitat des Gesamtorganismus herabsetzen, 
ist, wird dann erst klar werden kénnen, wenn vor allem die normalen 
biologischen und kolloidchemischen Vorginge bei der Bildung der 
Synovia klargestellt und ihr Stoffwechsel niher bekannt ist, zumal 
heterogene Einwirkungen auf die Synovia wie auf jedes Kolloid sich 
in einer Viskositiétsinderung gleichmaBig ausdriicken kénnen. 
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Fiitterungsversuch an Ziegen mit Ammoniumacetat, Harnstoff 
und Hornmehl als EiweiGersatz. 
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Ernst Paasch. 


(Aus dem agrikulturchemischen und bakteriologischen Institut der 
Schlesischen Friedrich -Wilhelms-Universitaét zu Breslau.) 


(Eingegangen am 21. Mai 1925.) 


Allgemeine Obersicht. 


Dieser Fiitterungsversuch, der im Sommerhalbjahr 1923 am agri- 
kulturchemischen Institut in Breslau ausgefiihrt wurde, sollte dazu beitragen, 
eine auch schon friiher am Institut bearbeitete Frage zu lésen. Niamlich, 
welchen EinfluB bei reichlichem Produktionsfutter mit engem Eiweib- 
verhaltnis der Ersatz eines gréBeren Teiles von verdaulichem ReineiweiB 
durch einfachere N-Verbindungen — in diesem Falle Ammoniumacetat, 
Harnstoff und Hornmeh] — auf die Milchproduktion sowie Art und Umfang 
der Verdauung der Nahrstoffe ausiibt. Damit schlieBt er eng an die Arbeit 
an, die 1922 von Ungerer am selben Institut ausgefiihrt und unterdessen 
in dieser Zeitschr. 147, H. 3/4 veréffentlicht worden ist ; er kann in mancher 
Hirsicht als deren Fortsetzung gelten. 

Nach eingehenden Versuchen von Vdéltz'), Morgen*) und Scheunert*) 
kénnen nichteiweiBartige N-Verbindungen bei weitem Nihrstoffverhaltnis 
das Eiwei8 hinsichtlich Fleischansatz und Milchproduktion beim Wieder- 
kiiuer im Gegensatz zu Tieren mit einfachem Magen in gewissem Umfang 
ersetzen. In den Jahren 1921 bis 1923 bemiihten sich dann in getrennten 
Untersuchungen Voltz*), Honcamp*®), Hansen*) und Morgen’) festzustellen, ob 
die Amidsubstanzen das Produktions-FuttereiweiB in seiner vollen Leistungs- 
fahigkeit ersetzen kénaten, und kamen auf Grund ihrer Arbeiten dazu, 
diese Frage bis zu einem gewissen Grade zu bejahen, da nach Honcamp®) 


') Véltz, diese Zeitschr. 102, 151, 1920. 
*) Morgen, Die landwirtschaftl. Versuchsstationen 73, 285, 1910; 
45, 265, 1911. 

3) Scheunert, diese Zeitschr. 188, 137, 1922. 

*) Véltz, Landwirtschaft]. Jahrbiicher 59, 321, 1924. 

5) Honcamp, Zeitschr. f. angew. Chem., Nr. 8, 36, 45, 1923; Honcamp 
und Schneller, diese Zeitschr. 188, 461, 1923. 

®) Hansen, Landwirtschaft]. Jahrbiicher 59, 141, 1923. 

7) Morgen, Die landwirtschaftl. Versuchsstationen 99, 1, 1922. 


®) Honcamp, diese Zeitschr. 148. 155. 1923. 
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.in einer normale Mengen Reineiwei® enthaltenden Ration ein teilweiser 
Ersatz des ReineiweiBes durch Harnstoff bis zu etwa 30 bis 40 Proz. ohne 
erhebliche Schiidigung der Milchproduktion méglich sei‘. Allerdings 
wirkte nach den Versuchen Hansens selbst bei ausreichenden Mengen von 
Kohlenhyvdraten der Harnstoff auf die Lebendgewichtszunahme weniger 
giinstig als das FiweiB, wenn auch bei Dauerperioden eine allerdings nicht 
sehr grobe Zunahme an Lebendgewicht erfolgte. Wegen dieser im ganzen 
giinstigen Ergebnisse wirft Hansen!) die Frage nach der allgemeinen Durch- 
fiihrung der Harnstoffiitterung in der Jandwirtschaftlichen Praxis nament- 
lich fiir Zeiten der EiweiBknappheit auf. Denn bekanntlich kann die Land- 
wirtschaft die fiir die Viehfiitterung erforderlichen Mengen von Kohlen- 
hydraten selber verhiltnismaéBig leicht erzeugen im Gegensatz zu dem 
notwendigen EiweiB, als deren Ersatz ihr dann synthetisch hergestellte 
N-Salze angeboten werden kénnten. Demgegeniiber glaubt Th. Pfeiffer*) 
aus den Angaben Hansens darauf schlieBen zu miissen, daB das giinstige 
Resultat nur scheinbar durch Harnstoffverfiitterung, in Wirklichkeit durch 
gleichzeitigen Fleisch- oder Fettabbau des Kérpers erzielt worden sei; 
auch weist er mit Hilfe eingehender Rentabilitaétsberechnungen die wirt- 
schaftliche UnzweckmaBigkeit der Harnstoffiitterung fiir die niichste 
Zeit nach. Ungerer*) schlieBt sich auf Grund der von ihm gefundenen 
Resultate dem Urteil Pfeiffers an. Die vorliegende Arbeit behandelt, wie 
eit gangs erwihnt, ebenfalls das hier erérterte Problem. 

Der Versuch wurde im Stalle des agrikulturchemischen Instituts mit 
dessen fiinf Ziegen in Form des Periodensystems ausgefiihrt. Vier Ziegen 
dienten, um die Vorginge des Stoffwechsels erkennen zu kénnen, zu Aus- 
nutzungsversuchen und kamen zu diesem Zwecke in Zwangsstille, gebaut 
nach dem in der Landwirtschaftlichen Versuchsstation Leipzig-Méckern 
benutzten Muster. Die fiinfte Ziege wurde als Reservetier mitgefiittert ; 
infolgedessen finden nur ihre Milchleistungen in den betreffenden Tabellen 
Erwihnung. Alle fiinf Ziegen waren bereits im Sommerhalbjahr 1922 fiir 
den Harnstoffiitterungsversuch usw. von Ungerer benutzt worden. Durch 
Siebvorrichtung in den Zwangsstiéllen wurden Kot und Harn getrennt; 
die aufgefangene Harnmenge, die stets in der Vorlage mit verdiinnter 
Schwefelsiure angesiuert wurde, wurde tiaglich gemessen, auf absoluten 
und prozentischen N-Gehalt untersucht; und vom Kote, der ebenfalls jeden 
Tag gewogen wurde, der 20. Teil taglich nach sorgfaltigstem Durchmischen 
getrocknet und periodenweise analysiert; dabei ergaben parallel durch- 
gefiihrte N-Aufschliisse nach Kjeldahl mit frischem und getrocknetem Kote 
iibereinstimmend, daB beim Trocknen bei 70°C wihrend der Dauer von 
24 Stunden N-Verluste nicht eintreten, um so weniger, als der Kot noch 
mit sechwacher (2,5proz.) Oxalsiiurelésung angesiiuert wurde. Die Milch- 
menge, ihr Fett- und Trockensubstanzgehalt wurden tiiglich, ihr N-Gehalt 
nur periodenweise bestimmt; zu diesem Zwecke wurden gleiche Mengen 
Milch von jedem Tage, mit Chloroform konserviert, aufbewahrt. — Das Futter 
muBte jeder einzelnen Ziege tiglich zugewogen werden. Dazu wurde das 
gesamte wihrend des Versuchs zu verfiitternde Heu vor Beginn desselben 
gehickselt, sorgfaltig durcheinander gemischt und sofort in die einzelnen 
Tagesrationen abgewogen, um dadurch eine méglichst gleichmaéBige Zu- 


1) Hansen, Landwirtschaft]. Jahrbiich. 57, 142, 1922. 
*) Pfeiffer, Fiihlings landwirtschaft]. Zeitung 71, 313, 1922. 
8) Ungerer, diese Zeitschr. 147, 275, 1924. 
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sammensetzung derselben zu erzielen. Auch die anderen Futtermitte! 
wurden nach Mégtichkeit vorher in Menge des gesamten Bedarfs besorgt 
und durch 6ftere Probeuntersuchungen auf die Konstanz des Nahrstoff- 
gehalts gepriift. Beigefuttert wurden wihrend der Versuchsdauer je Tag 
und Kopf 15g Kochsalz und 5g phosphorsaurer Kalk. 


Der Versuch umfabte vier Ersatzfutterperioden, in denen EiweiB 
ersetzt wurde durch: Ammoniumacetat, Harnstoff oder Hornmehl 
(Ovagsolan). Je zwei Ersatzpenoden wurden von Grundfutterperioden 
umschlossen, um den natiirlichen Verlauf der Lactation verfolgen zu 
kénnen; es reihten mithin aneinander an: 


I. Grundfutterperiode vom 19. Mai bis 7. Juni... . 20 Tage 
I. Ersatzperiode vom 8. bis 27. Juni . . ...... ae 
II. Ersatzperiode vom 28. Juni bis 17. Juli. . . . . . 20 (,, 
Il. Grundfutterperiode vom 18. Juli bis 8. August. . . SS ws 
Ill. Ersatzperiode vom 9. bis 28. August . ...... te 
[V. Ersatzperiode vom 29. August bis 14. September . . 17 
Ill. Grundfutterperiode vom 15, bis 30. September. . . = 16 ,, 


Die vierte Ersatzperiode (Hornmeh]) muBte wider Willen etwas vor der 
Zeit abgebrochen werden, da das Hornmeh!] ausging und neues nicht zu 
beschaffen war. Die dritte Grundfutterperiode zeigte in der letzten Zeit 
stets gleiche Kot- und Harnzusammensetzung, so daB kein Grund vorlag, 
hier bei dieser SchluBperiode die 3 Wochen genau inne zu halten. Die ersten 
7 Tage jeder Periode rechnen als Ubergangszeit nicht zu der eigentlichen 
Periode mit; in den am Schlu8 zusammengefaBten Tabellen sind sie daher 
durch einen Strich von diesen engeren Zeitriumen getrennt. Das Mittel 
jeder Periode bezieht sich immer nur auf die engeren 14 Tage. 


Futterzusammensetzung 


a) der Grundperioden. 
In den Grundfutterperioden erhielten die Ziegen je Kopf und Tag: 
150 ¢ Trockenhefe, 
200 ¢ Kleie, | se warme Trinke zur Halfte des Morgens, 
100g Leinkuchen, | zur Hialfte des Abends, vor der Heugabe 
50 ¢ Zucker, 


200 ¢ Hafer geschrotet, zur Halfte morgens, zur Hilfte 
abends, wihrend des Melkens. 
1000 ¢ Heu, in drei gleichen Teilen morgens, mittags und 


abends vorgelegt. 


Die Trockenhefe, die urspriinglich allein ersetzt werden sollte, 
wurde des geringen Amidgehaltes wegen gewihlt. 

Da Ziege 1 nur sehr wihlerisch frab, wurde die Heumenge fiir 
sie zu Beginn der ersten Ersatzperiode von 1000 auf 800g reduziert. 

Die prozentische Zusammensetzung der Futtermittel betrug nach 
eigener Untersuchung: 
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eg =: 3 3 = = a es $ 

$338 ¢ 8 |38%| 3 (B48) 3 3 

33 gs 5 S  $29| 2 |288) 3 3 
Trockenhefe 92,0 84.0 480 345 415 12 34,3 05 8.0 
Kleie. . . . 886 | 836/ 142 122 125 39 568 87 50 
Leinkuchen . 916 | 84,7 | 297 282) 266 8.0 38,0 9.0 6.9 


— | os| — 
0 12 45 549 124 30 
7| 37! 26 | 383/| 30,7 56 


Zucker... | 99,9 | 99,8 —_ — — 

ee oe & 870 840), 122 11 

a ee 864 808 9,2 8, 
*) Nach Stutzer 


Die Ziegen erhielten mithin an Nahrstoffen in der ersten Grundfutter- 


periode verabfolgt: 





= Ss € § . ~ 

§3/98| 2) 2) (tHe) § | 2 

JR ee ee ee ed oe ee 

ee EA s = x Za” 2 
Trockenhefe 138.0 1260 720 518 18 51,5 08 120 115 
Kleie, . . . | 177.2) 167.2 284 244 78 1136 174 100 45 
Leinkuchen . 91.6 ,7; 29,7 | 282 8,0 38,0 9,0 6.9 48 
Zucker . . . 499 498 — _ 4998 — 0,1 —_ 
Hafer ... 174.0 1680 244 22.0 89 1099 248 6,0 3.9 
Heu .... 8640 8080 919 870 260 383,1 307.0 560 14.7 
. — _— 13.0 a 


Salze ... 13,0, —_— 


Zusammen , 1507,7|1403,7| 246,4 745,9 359,0 | 104,0 39,4 


to 
» 
_ 
or 
Is 
vu 


Da der Vorrat an Kleie zu Ende der zweiten Ersatzperiode ausging, 
muBte neue beschafft werden, deren Analysenergebnisse : 





| uy c 2s 
ex /Se>8/8 /38| 2 23. & 
jas 28 ¢ SZ 2S |838| 3s £ 
138 82 & x $3 4 <3 = Siz 
les §4 3 3 Be zug < 
Kleie 89,0 829 13,2 112/110 38 | 563) 96 | 61 2.1 


die Futterzusammensetzung fiir die zweite und dritte Grundfutterperiode 
nur leicht abénderten, namlich: 





— - . 
LY ! c < } 
- 5 ae = +S - 
c ‘ [7 . = z= 
gs 25 < = 3 42 z 2 
oD 7 = &£ — 2 Z 
22 a2 6 = = oF 3 2 
SS i = op we ro) < 
3 2s <s s wz Zu" a 
se 7 2 
” oO” fon x 


523 7448 | 3608 106.2 39,1 


} 
Ziege 2,3,4 1508.6 1402.4 2445 2114 
47,1 668.2 | 2994 95,0 36.2 


Ziege 1°) (200 g 1335,8 1240,8| 226.1 | 194.0 


Heu weniger) . 
*) Von Beginn der ersten Ersatzperiode an, wie schon erwahnt. 





Die Berechnung des verdaulichen EiweiBes und des Starkewertes des 
gereichten Futters erfolgte zunichst durch Anwendung der Kellnerschen 
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Verdauungskoeffizienten auf die Analysenresultate der Futtermittel und 
ergab fiir diese in Prozenten an verdaulichen Nahrstoffen : 





P v crdaw Verdau- V erdauliche Verdauliche Wertigkeit Errechneter 
roz liches liches Fett Kohlen- Rohfase des Putters ~~ 
Eiweifs eouninia hydrate a mittels Starkewert 
Trockenhefe . 38,2 O7 34.3 - 100.0 718 
Kleie | .- se 9.0 3.1 45.4 17 70 49.1 
Leinkuchen . 24.0 73 29.6 2.9 97.0 70.6 
Hafler ..-. 88 3.6 418 3.5 95.0 58.0 
Rn we a 5 3.2 13 22.6 16.9 60.0 97. 
Zucker. ... - — 99.8 - 76.0 75.9 
Kleie 2 ... 8.3 3.0 45.0 19 790 49.4 


Verdauliches Eiwei®B und Starkewert der Futtermittel errechnen sich 


mithin auf: 





Verdauliches 
Starkewert 


FiweifS 
e 2 

Trockenhefe ..... 57.3 107.7 
Sa ear eee 18,0 98,2 
Leinkuchen ..... 24.0 70.6 
ee ae 17.6 116.0 
ES eee ee 319 270.9 
ee ee ee — 38.0 
Tagliche Futterration 

bei Ziege 2,3,4 .. 148,7 7014 
Tagliche Futterration 

bei Ziege 1 . 2... 142.5 647.2 


Bei der Kleie I] andert sich der Stirkewert, wie oben ersichtlich, 


nur ganz unbedeutend, 


bh) Futterzusammensetzung der Ersatzperiode Me 
Von dem auf diese Weise vorliufig gefundenen’ verdaulichen 
Eiweif wurde ersetzt in: 

Ersatzperiode T: 21 Proz. 31,252 verdauliches Eiweii mit 5g N 
in Form von 82g Trockenhefe durch 40¢ Ammoniumacetat, 
12.5proz. mit 5g N. 

Ersatzperiode Il: 50,33 Proz. = 74,87 g¢ verdauliches Eiweil mit 

11.98¢ N in Form von 150g Trockenhefe + 200g Hafer durch 
95.8¢ Ammoniumacetat derselben Beschaffenheit wie in det 
ersten Ersatzperiode mit 11,98 ¢ N. 

Ersatzperiode IIT: 50,33 Proz. in derselben Form durch 26 g¢ Harn- 
stoff, 46proz.. mit 11,98 ¢ N. 

Ersatzperiode IV: 50,33 Proz. in derselben Form durch 330.02 
Hornmeh! mit 11.98 ¢ N in 11,98 , 6,25 g verdaulicher N-Substanz. 


Das bei diesem Versuch benutzte Hornmehl, sogenanntes Ovagsolan, 
unterscheidet sich vom voll aufgeschlossenen Hornmehl durch eine 
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weniger weit reichende Reinigung von gleichgiiltigen Nebensubstanzen, 
einen weniger weit reichenden Grad der AufschlieBung und einen 
Zusatz von Heidekrautmehl; daraus erklart sich seine Zusammen- 





setzung: 
v i =~ be 
- 2x £ s . ~ 
7 t ~ bad > x ve — 
o§ $3 <= sc 25 s = z 2 
a3 | as = ss | #3 | 3 |£83\' 2 {\/3iz 
33 | $3 & ef 38 8 82) = 2 
=s 2s = mo uA wz Zu" ro) < 
ea RA w a 27 4 x 
o) 


In Proz. . .| 91,5, 784 41,2! 305/ 226 / 42 193 136/131) 66 
In 330,94¢ . 303.0 2594 1365 1011 748 | 139 63,9 45,1 43.6) 218 
*) D.h. bier Leimsubstanz, oder jedenfalls Hornmasse. 

Alle folgenden Tabellen enthalten in der Spalte ,,Rohprotein*® Zahlen, 
die durch Multiplikation der gesamten N-Menge mit 6,25 entstehen, trotzdem 
der Stickstoff in den N-Salzen vielfach in einem anderen Verhaltnis an die 
organische Substanz gebunden ist; doch wurde dieses Verfahren gewihlt, 
um das Rohprotein des Kotes mit dem des Futters in Beziehung setzen 
zu kénnen. 

Um die Wirkung des Ersatzes von verdaulichem Eiweif durch 
N-Salze klar erkennen zu kénnen, muBte der ausgefallene Starkewert 
in voller Héhe durch Zucker ersetzt werden, so da{} das Mehr an Zucker 
in den einzelnen Ersatzperioden sich belief auf: 


Ersatzperiode I. ...... 80g 
meee Ss 3 3 ee 

a < «4% 5 = ee 

— «ae eae eee 


Diese Ausfiihrungen erkliren die Futterzusammensetzung der 


I. Ersatzperiode. 
Schwache Ammoniumacetatgabe. Ein Teil der Trockenhefe fallt weg. 
Ersatz durch Ammoniumacetat. 





s 5 Zs S 5 s = 

: & S z : 

cc PE 4 2 7 22» : 2 

Sa aa =: 5 v ow g <= 

te =—s e = — eet Ss 3 7 
7 ce a ca <= -—E° = ra 

-- Ss. Ee = ee a 3 

= 3 2s <4 = 2 Zn S : 

7 ED cS - bad 4 

cv wa a 


68¢ Trockenhefe . 62.5 57,1) 326 23.4) 08)| 233) 03 54) 52 
200¢ Kleie .... 177.2 167,2) 284 244) 78 1136 174 100 45 
100g Leinkuchen , 916 84,7; 298 282) 80 379 90 69 48 
200g Hafer .... 1740 1680 244 220) 89 1099 248 60 39 
100g Heu . , 864.0 808.0 91.9 87.0 26.0 383.1 307.0 56.0 14.7 
130g Zucker*). . . 1299 1297 — -*\‘— 1297 — 2; — 
3g Salze .... 130 — _- —- — — — BO — 
40g Amm. Acet. . 39.8 398 312 — — — — 5.0 


Tagl. F yn tf. Z 2, 5 demic lee eo beer ae le 
ag! Futterration t. Ziege 2, 1559 0 1454,5|238,3|185,0| 51,5 |797,5/385,5 97,5 38,1 


Tagl. Futterration f. Ziege 1, Biat i . ey 
weniger 20 ¢ Hou =. 1379,2 1292,9|219,9 167,6| 46,3. 720,9 297,1 86,3 35,2 

*) Die Aschenmenge des Zuckers ist zwar sehr gering, aber doch nicht 
0,2 Proz. 


0, etwa 0,1 bis 
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Il. Ersatzperiode. 


Ersatz durch Ammoniumacetat (starke Ammoniumacetat periode ). 
Trockenhefe und Hafer fallen fort. 





. Zu & s - 

Nn = hry . 
ec 35 3 = . $i) Z +4 

2 bs ° S 2s sts - <= 
se 2 rs oe = est = P} 
ve Ee a =-535 Z. 
ost Sc & & S see 4 S 
=s es <£ € x y A © < 
=e aS. x B ~ = 

oO 
200g¢ Kleie -... 177.2. 167.2) 284) 244) 7,8 (1136 174,100 45 


28,.2' 80)! 380 90! 69 48 
87.0 26.0 383.1 307.0 56.0 147 


£: 
It 
ty 
= 
=I 


100g Leinkuchen . 91.6 
100g Heu. .... 8640 


Z, 
bd 
= 
© 


aie... ot Me wet ox}. ame | om Taos f coe | SO oe 
350g Zucker .. . 349.6; 349.2 — — 349.2; — 04); — 
95,84¢ Amm. Acet.| 95,3) 95,3 749) —| — | — | — | — | 20 


T lL J < 0 Z - 2, 

agi Putterration f Ziege 2, 1549 7 1504.4 224.9/139,6| 41,8 | 883.9 333.4 863 36,0 

Tagl. Futterration £. Ziege 1 1417.9 1342.8 2065 122.2 36,6 |807,3 272.0 75,1 33,0 
lll. Ersatzpe riode. 


Ersatz durch Harnstoff. Dieselbe Futterzusammensetzung wie in der 
zweiten Ersatzperiode. An Stelle von Ammoniumacetat Harnstoff (26,04 g), 





e c 7 
5 2 aN ry 3 ~ . o&- 
=o ¥c e = = 2H» +4 e 
an] *e = e o~ 4 = 
te =. = c = = = + 

c - <= — 2 

2@ ce a a x = ° z Pa Z. 
o£ Sc e 3 ste 5 a 
2s fs — e Pw 7“? S 
= @ AS . - _ = 

~- =x ~ 


Tagl. Futterration f. Ziege 1 . | 1349.4 1272.1 204.5 120.2 36.4 806.4 273.8 77,3 32,7 
22.2 1433.7 222.9 137.6 41,6 882.9 335° 88.5 35,7 


Tagl. Futterration f. Ziege 23,4 1522.2 

IV. Ersatzperiode. 
Dieselbe Futterzusammensetzung der dritten Ersatzperiode. An Stelle von 
Harnstoff 330,9¢ Hornmehl, mithin Summe der Ndhrstoffe der vierten 





Ersatzperiode: 
22 z x £ = . 
o P= = 
$s #5 ¢ ¢€ & fe 3 2 
2882, 8 & | @siisse| = § | 2 
e 7 — ¢ i 
ee av S Cy “x 43 oz 
~ 4 eo 
Pi ees 2S ss ke 1799.2 1667.1 284.6 238.7 55.5 946.8 380.3 132.1 45.5 
Pir Bie boc a wk ow 1626.4 1505.5 266.2 221.3 503 870.1 318.9 1209 42.6 


Die Ziegen fraBen das Futter restlos bis auf unbedeutende Heu- 
riickstande, die zuriickgewogen und analysiert wurden, um sie bei der 
Berechnung beriicksichtigen zu kénnen. Diese Heureste betrugen im Durch 
schnitt je Tag (in Grammen angegeben): 





Grund: Ersatz+ Ersatz» Grund Ersatz- Ersatz. Grund: 
periode | periode | periode Il periode II periode III periode IV periode III 


Bei Ziege 1. : 40 10 50 30 15 50 10 
” a 10 10 15 10 30 30 10 
aan © 10 10 30 10 30 70 10 

Be-s 10 10 30 10 20 100 10 
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Die Futterwerte, die den anschlieBenden Tabellen iiber die Ausnutzungs- 
versuche der verschiedenen Rationen und tiber die Verdaulichkeit des 
Gesamtfutters zugrunde liegen, beriicksichtigen bereits diese Futterreste 
und unterscheiden sich daher um diesen Betrag von den frither aufgestellten 
Futterplinen, 

Es sei an dieser Stelle nochmals darauf hingewiesen, dal zuniichst 
nach den Kellnerschen Verdauungskoeffizienten und den Futter- 
analysen der Nahrstoffwert bestimmt wurde, aus dem sich fiir die 
Grundfutterperioden eine Héhe von: 148.7 g verdaulichem Eiweil und 
70O1L4g Starkewert ergab. Da in den Ersatzfutterperioden nur ver- 
dauliches Eiweil} ersetzt, die Starkewertmenge dagegen durch Zu- 
fiitterung von Zucker beibehalten wurde, erfuhr das Eiweibverhaltnis 


betrachtliche Erweiterungen. 





Verdauliches EiweiB Starkewert Fiweifverhaltnis 
Grundperiode I, Ll, Il 148 701 1: 52 
Ersatzperiode I... . 117.5 701 1: 65 
Ersatzperiode II, 111, IV 73.9 701 1: 109 


Fiir Ziege 1: EiweiBverhaltnis = 4,8 bzw. 6.1 und 10,6. Dagegen 
bleibt das Verhaltnis von verdaulichem Gesamtprotein zu den ver- 
daulichen  stickstofffreien Stoffen, also das  ,,Nahrstoffverhaltnis*, 
wie aus dem Texte schon hervorgeht, nahezu unverindert, es betragt 
nimlich fiir die 

Ziegen 2, 3, 4: 


in den Grundfutterperioden . 


1: 4, 
“ Ersatzperiode I 1: 4.50 
- 1: 4,90 
Ill 1: 4,90 
IV 1: 4,90 

Ziege 1: 

Grundperiode I... . 1: 4.5 
~ IL und Il 1: 4.0 
are eee 
_$¥ 1: 4,6 
Il 1: 4,6 
IV 1: 4.6 


Aufnahme des Futters und Wirkung auf den Gesundheitszustand. 

Die Grundperioden verliefen ohne jede Stérung. Die schwache 
Ammoniumacetatperiode (I. Ersatzperiode) verursachte nach anfanglichem 
Widerstreben erhéhten Appetit und erregte bei Ziege 2. voriibergehend 
leichte Diurese. Dagegen verminderte die 50 proz. Ammoniumacetatperiode 
die FreBlust bedeutend, wenn auch iiber Nacht die gereichten Futtergaben 
aufgefressen wurden. Wahrend aber in der schwachen Ersatzperiode die 
Ziegen 2,3 und 4 das N-Salz auf dem Heu erhielten, konnte es in der starken 


-~s* 


Ersatzperiode nur mehr zur Halfte dem Heu und muBte zur anderen Hiilfte 
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der Tranke beigegeben werden, um dadurch das Zuriickweisen der Heu- 
ration, wahrscheinlich infolge zu scharfen und sauren Geruchs und Ge- 
schmacks, zu vermeiden. Fiir die Ziegen | und 5 wurde das Ammonium- 
acetat von vornherein schon bei der schwachen Periode ganz der Trianke 
zugesetzt, da bei ihnen infolge geringen Appetits sonst die Gefahr eines 
unvollkommenen Verzehrs bestanden hatte. Das Futter rief bei den Ziegen 2 
und 4 wahrend der ganzen Zeit eine starke Diurese hervor, die Veranlassung 
dazu geben muBte, sie auf das sorgfaltigste dauernd zu beobachten. Ziege 5 
schied am neunten Tage aus dem Versuch ganz aus und erhielt Grundfutter 
infolge starker Erkrankung durch Verstopfung. Es sei darauf hingewiesen, 
daB bei den vorjahrigen Arbeiten von Ungerer aus dem hiesigen agri- 
kulturchemischen Institut ebenfalls eine Zunahme des _ prozentischen 
Kottrockensubstanzgehalts zu verzeichnen war. Wiahrend der Harnstoff- 
periode konnten die Ziegen 2, 3, 4 diese Beigabe wieder voll auf dem Heu 
erhalten. Das Hornmeh! bekamen die Ziegen in der Tranke. Diese wurde 
zunachst von allen hartnackig zuriickgewiesen, doch gewéhnten sie sich 
schon am dritten Tage an das ungewohnte Futter und fraBen es restlos auf. 
Verdauungsstérungen wurden nicht beobachtet. 


So gute Erfolge auch das Ammoniumacetat zeitigte, so diirfte 
doch seine zulissige Héchstmenge gegeben worden sein, wenn nicht 
ernstere Erkrankungen durch Verstopfung befiirchtet werden sollten. 


Es falit in der starken Ammoniumacetatperiode ferner ein stirkeres 
Wiederkauen und ein haufigeres Liegen aller Ziegen auf, doch scheint die 
Ursache hierzu nicht in einem Gefiihl des Unwohiseins, sondern vielmehr 
der Siattigung zu liegen, worauf die Kérpergewichtszunahme und das sonst 
muntere Bewegen der Tiere schlieBen lassen. 

Auch fiir Hornmeh! erscheint eine starkere Gabe nicht ratsam., 


Ausnutzungsversuche mit den verschiedenen Rationen, 
Verdaulichkeit der Futtermittel. 


Um nun die Menge der wirklich verdauten Nahrstoffe und aus ihnen 
die Verdauungskoeffizienten des Gesamtfutters der Grund- und Ersatz- 
perioden, ferner den tatsichlich gefiitterten Stirkewert bestimmen zu 
kénnen, die ja zusammen das beste Licht auf den Wert der Ersatzfutter- 
perioden und damit der N-Salze zu werfen vermégen, dienen nachstehende 
Tabellen, die auf die iibliche Weise durch Differenz der Futter- und Kot- 
bestandteile die verdaute Substanz und die Verdauungskoeffizienten 
berechnen. 

Der Kot enthalt nun jedoch stets neben den Riickstiinden der auf- 
genommenen Nahrung in geringerer Menge insbesondere N-haltige, soge- 
nannte Stoffwechselprodukte, die aus dem Kérper stammen und somit 
von dem Kot-N abgezogen werden miissen, um den genauen Umfang der 
Verdauung zutage treten zu lassen. Man rechnet aus Versuchen von Pfeiffer 
in der Regel damit, daB die N-Stoffwechselprodukte im Kote voll durch das 
Stutzersche Verfahren der kiinstlichen Verdauung mit Pepsin-HC1 gelost 
und verdaut werden, so daB man auf diesem Wege die N-Stoffwechsel- 
produkte von der unverdauten Kot-N-Substanz trennen und durch Abzug 
der letzteren von der verfiitterten N-Substanzmenge die wirklich verdaute 
N-Substanz feststellen kann. Man ermittelt ferner durch Analyse den 
Gehalt des Kotes nicht nur an Rohprotein, sondern auch an Reinprotein; 
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aut diese Weise erkliren sich die Berechnungen der Verdauungskoeffizienten 
der N-Substanzen in den folgenden Zusammenstellingen. Der Verdauungs- 
koeffizient der ersten Lingsspalte ist berechnet aus der Differenz des Futter- 
rohproteins und des gesamten Kotproteins, der der zweiten Spalte aus der 
Differenz des Futterreinproteins und Kotreinproteins, diejenigen der 
dritten und vierten Spalte aus der Differenz des Futterroh- bzw. -rein- 
proteins und der Pepsin-HC1] unléslichen Kot-N-Substanz, die fiir beide 
Spalten (Roh- und Reinprotein) aber deshalb die gleiche sein mu. weil 
im Kote unter normalen Verhaltnissen nur unverdauliches Futtereiweil, 
niemals Amide vorhanden sein kénnen; letztere aber bilden den Unterschied 
zwischen Roh- und Reinprotein. 

Ein Vergleich dieser Verdauungskoeffizienten zeigt bemerkens- 
werte Unterschiede, die eine eingehendere Erérterung  verdienen. 
Der Ersatz von Trockenhefe + Hafer, wenn auch hochverdaulichen 
Nahrstoffen, durch leicht lésliche Amide und Kohlenhydrate in den 
Ersatzperioden II und I[l muB fraglos zu héherer Verdaulichkeit der 
gesamten Trocken- und organischen Substanz und in noch stark ge- 
steigertem Umfang der Kohlenhydrate fiihren. Die Bakterien, denen 
zur Entwicklung leicht lésliche Kohlenhydrate in den Ersatzperioden 
reichlich zur Verfiigung stehen, zerstéren infolgedessen in geringerem 
Mabe die Rohfaser, so dai deren Verdaulichkeit sinkt. Da die ersetzten 
Futtermittel das Reinprotein in leicht verdaulichem Zustand ent- 
hielten, die nicht ersetzten dagegen iiberwiegend (Heu) in schwer, 
zum Teil unverdaulichem, muB normalerweise in den Ersatzperioden 
der Verdauungskoeffizient des ReineiweiBbes, berechnet sowohl aus 
dem Gesamteiweih wie aus dem in Pepsin-HCl unléslichen Eiweil, 
unbedingt sinken. Im Rohprotein dagegen diirfte dieses Fallen durch 
eine erhéhte Resorption der léslichen N-Salze aufgehoben werden. 
So ergibt sich aus diesen Uberlegungen ein Bild, das den tatsachlichen 
Verhaltnissen durchaus entspricht. Unterwerfen wir nun noch die 
im Kote ausgeschiedenen, in Pepsin-Salzsiure unléslichen Eiweib- 
mengen einem Vergleich, so zeigt sich, dab in den Ersatzperioden etwas 
weniger Eiweif ausgeschieden wird als in den Grundperioden, ver- 
standlich in Anbetracht des Umstandes, daB auch mit Hafer + Trocken- 
hefe unverdauliches EiweiB entzogen wird. Wenn eine Bildung von 
unverdaulichem Bakterieneiweif stattgefunden hatte, hatte eine 
erhéhte Eiweiimenge im Kote gefunden werden miissen'). Dagegen 
scheint eine erhéhte Ausscheidung von Stoffwechselprodukten in Frage 
zu koniment da die verdaute N-Substanz sich verringert, anstatt auf 
derselben Héhe zu bleiben, eine Tatsache, die sich im leichten Sinken 
des Verdauungskoeffizienten aubert. Die Verdauungskoeffizienten 
der ersten Ersatzfutterperiode liegen im allgemeinen zwischen denen 
der ersten Grund- und der zweiten Ersatzperiode. Die vierte Ersatz- 


1) Morgen, Die landwirtschaftl. Versuchsstationen 73, 289, 1910. 
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periode weicht erheblich ab, da sie durchweg eine starke Depression 
zeigt. Begriindet ist dieser Sturz durch die hohe Gabe an Hornmehl 
mit seinen schlecht oder gar nicht verdaulichen Bestandteilen. Die 
einzige Schwierigkeit liegt wohl in dem Abweichen der Verdauungs- 
koeffizienten der zweiten und dritten Ersatzperioden voneinander 
(Ammoniumacetat und Harnstoff). Die Erklirung fiir die Depression 
der Acetat- gegeniiber der Harnstoffperiode scheint in der verstarkt 
auftretenden, durch die Ammoniumacetatgaben verursachten Diurese 
der Ziegen zu suchen zu sein; diese Annahme wird dadurch verstiarkt, 
dah bei den Ziegen 2 und 4, die besonders unter ihr zu leiden hatten, 
die Verdauungskoeffizienten gegeniiber denen der zwei anderen in 
der Ammoniumacetatperiode sehr merkbar abfielen. Zusammen- 
fassend kann man sagen: Es hat der Harnstoff gar nicht'), Ammonium- 
acetat nur wenig den Umfang der Verdauung herabgedriickt, wie die 
Verdauungskoeffizienten einwandfrei zeigen. 


Berechnung der Stickstoffwechselprodukte. 

Die Héhe der N-Stoffwechselprodukte wird als Differenz des 
Gesamtkotstickstoffs und des Pepsin-HCl-unléslichen Kotstickstoffs 
bestimmt. Aus den Tabellen iiber die Ausnutzungsversuche geht 
hervor, dal} die N-Ausscheidungen der Stoffwechselprodukte betragen 


(in Grammen N): 





PC vcunee te be ee 08 1 2 3 4 

In der I. Grundperiode . .... 3.06 3.31 3,97 3,52 
In der IT. a ae ae oe ae 2.16 3.38 4.37 3,14 
In der ITI. rae ale, sta 2.14 3.01 3.92 2.88 
Im Mittel der Grundperioden . . 2.45 3,23 4,09 3,18 
In der I. Ersatzperiode . .... 3.31 4.26 4.11 3.71 
In der IT. a — on 3.55 4,79 4.03 3.78 
In der II, “ oer ewe 2.14 291 3,10 3,33 
In der IV. cS ae ae 5.58 6.58 7.84 6.98 


Auf 100g verdauter organischer Substanz entfallen danach: 


g N in den Stoffwechselprodukten: 





Bei den Ziegen 1 2 3 4 
Im Durehschn. d. Grundperioden 0.28 0.36 0.46 0.34 
In der I. Ersatzperiode .... . 0.38 0.44 0.43 0.39 
In der II. “ ae 040 0.39 0.40 0.39 
In der IIT. ‘a iy “ihre Os 0.24 031 0.33 0.35 
In der IV. 1 ee 0,62 0.65 0,78 0.73 


1) Ungerer, a.a. QO. 
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Die Resultate stimmen mit den Angaben Kellners'), Stutzers*) 
und Katayamas*) iiberein, die auf Grund ihrer Versuche mit etwa 
04g N auf 100g verdauter organischer Substanz rechnen. Allerdings 
ging man hierbei von der Annahme aus, dab die N-Stoffwechsel- 
produkte vollkommen Pepsin-HCl-lésliche Substanz darstellen. —Be- 
riicksichtigt man die Arbeiten Morgens*), dann hat man die gefundene 
N-Menge noch um etwa 33 Proz. zu erhéhen, entsprechend dem Pepsin- 
HCl-unléslichen Anteil der N-Stoffwechselprodukte im Kote, um den 
richtigen Wert zu erhalten. Aus der vorstehenden Rechnung ergibi 
sich, dab die N-Stoffwechselprodukte in den Ersatzperioden IL und I] 
gar nicht oder nur wenig®), in Ersatzperiode LV beinahe um das Doppelte 
im Vergleich zur durchschnittlichen Menge wahrend der Grundperiode 
erhéht sind. Die aus dem Vergleich der Verdauungskoeffizienten 
hervorgegangene Folgerung ciner vermehrten Abgabe von N-Stoft- 
wechselprodukten in den Ersatzpericden findet nun aber eine bessere 
Bestatigung fiir die zweite und dritte Ersatzperiode durch eine andere 
Berechnungsart ; die N-Stoffwechselprodukte kénnten auch als Differenz 
des Gesamtkotstickstoffs und des Pepsin-HCl-unléslichen Futter-N 
bestimmt werden. Dieses Verfahren beruht auf dem Gedanken, dai 
die kiinstliche Pepsinverdauung der tatsichlichen des Tierversuchs 
genau entspricht, der Pepsin-HCl-unldésliche Futter-N also auch un- 
verindert den Darm verlibt. Nach Versuchen Morgens*) kann aber 
der pepsinunldésliche Stickstoff des Futters nicht unverindert durch 
den Tierkérper hindurchgehen, sondern es mu noch ein gewisser, 
oft gar nicht unbedeutender Teil desselben durch die Einwirkung det 
im Darme vorhandenen Verdauungssekrete gelést werden”. Und 
zwar diirften diese Unterschiede bei Rauhfutterstoffen und iiberhaupt 
schwer verdaulicher Substanz im allgemeinen gréBer sein. Die Pepsin- 
HCl-unlésliche N-Substanz des Futters betragt nach dem Stutzerschen 
Verfahren fiir: 





In Proz. Menge 

& 

Trockenhefe. .... 65 9.7 
is sar Gi fag 17 | 34 
Leimkuchen . a 3,15 3,15 
. sa ok eo SB 1,0 2.0 
ie ea ee 5,52 55,2 


Zusammen 73,5 


1) Kellner, Biedermanns Zentralbl. f. Agrikulturchemie 1880, 8. 763. 
2) Stutzer, Journ. f. Landwirtschaft 28, 195, 1881; 29, 475, 1881. 
3) Katayama, Die Landwirtschaft]. Versuchsstationen 69, 321, 1908. 
*) Morgen, ebendaselbst 85, 1, 1914. 

5) Derselbe, eberndaselbst 108, 1, 1924. 
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Diese Zahl 73.5 ¢ gilt jedoch nur mit gewissen Einschrankungen. 
In Wirklichkeit mub fiir jede einzelne Ziege in jeder Periode besonders 
die unlésliche N-Substanz des Futters bestimmt werden, da 1. die 
Futterreste auszuschalten sind, und da 2. in den Ersatzperioden sich 
diese Pepsin-H Cl unlésliche N-Substanz um den Betrag der in Trocken- 
hefe und Hafer enthaltenen Mengen verringert. Tatsichlich sind auch 
diese Differenzen in der Berechnung beriicksichtigt worden. Ferner 
wurde die Division mit 6.25 durchgefiihrt, um die N-Menge der Stoff- 
wechselprodukte zu erhalten. Diese errechnen sich dann auf (in 


Grammen) 





Bei den Ziegen 1 2 3 4 
Im Mittel der Grundperiode . . —13 — 06 0.2 — Y 
In der I. Ersatzperiode ..... O4 — O5 . 
In der II. ‘ by tk st 2.2 18 13 2.1 
In der ITT. " ee 02 on 09 01 
In der IV. ” » <a nS —09 —18 —04 03 


Nach den Stutzerschen Analysen sind im Mittel der Grundperioden 
keine Stoffwechselprodukte vorhanden; der Grund fiir diese im V+ rgleich 
zu den Resultaten der ersten Berechnungsweise nicdriger liegenden 
Werte kann, wie erwahnt, wohl nur auf der starkeren Kinwirkung 
der Verdauungssekrete auf die Futter-N-Substanz beruhen, so dab 
durch Differenz des Futter-N vom Gesamtkot-N in diesem Falle ein 
richtiges Bild eben nicht zu erzielen ware. Doch kommt immerhin 
eine stirkere Ausscheidung von N-Stoffwechselprodukten in der zweiten 
Ersatzperiode gut zum Ausdruck. Auch die niedrig liegenden Werte 
fiir die vierte Ersatzperiode diirften hinlingliche Erklirung finden, 
denn gerade fiir schwer verdauliche Substanzen, zu denen auch Ovag- 
solan zweifellos gehért, ist der Unterschied zwischen den Resultaten 
des Tierversuchs und der kiinstlichen Magenverdauung besonders grol; 
es findet innerhalb des Darmes eine stirkere Aufspaltung statt, als 
die Pepsin-HCl lésliche N-Substanz des Futters betragt, und vom 
Gesamtkot-N entfallt mithin ein betriachtlich gréBerer Teil auf die 
N-Stoffwechselprodukte, als die Differenz zwischen ihm und dem 
unléslichen Futter-N angibt. 


Berechnung von Eiwei8gehalt und Stirkewert des Futters auf Grund des 
Tierversuchs. 


Aus den von den Tieren tatsachlich verdauten Nahrstoffmengen kann 
der wirklich verfutterte Starkewert der einzelnen Perioden bestimmt 


werden. 
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Er errechnet sich als Summe! 

des verdauten EiweiBes, multipliziert mit dem Faktor 0,94 

des verdauten Fettes, multipliziert mit dem Faktor 2,02 

der verdauten Kohlenhydrate, Faktor 1, abziiglich des gesamte1 
verfutterten Zuckers » 0,24, 

der verdauten Rohfaser, abziiglich der Gesamtheurohfaser nach 
deren Multiplikation mit dem Faktor 0,58, 

und ergibt: 


Stairkewert in Grammen. 





Grund: Ersatz- Ersatz Grund: Ersatz Ersatz- Grund: 
periode I periode I periode II periode II periode III periode IV periode III 


Ziege | 754.2 2 717.1 618.8 bp 686.6 707.7 701.4 
DP vet cs 28,7 749.3 656.3 23,1 688 2 755.5 716.2 
ee 750°2 7318 687.2 67011 687.7 757.8 734.7 
4 Pe 743.5 737.7 636.0 7713 705.8 708.3 743.5 


Auf L000 kg Lebendgewicht bezogen, wurden mithin tatsiachlich 
gefiittert (errechnet aus den oben angefiihrten Tabellen und dem Durch- 
schnittsgewicht jeder Ziege) an verdaulichem Eiweif in Kilogrammen: 





Grund. Ersatz- Ersatz: Grund Ersatz Ersatzs Grund: 
periode I | periode I | periode II periode iT periode III periode [V periode III 


Zie Be | + eae 4,24 3,28 2,01 3,93 2.05 3,78 3,85 
é 4,11 3,63 2,27 4,08 2,33 4,19 4,05 
4,37 3,71 2.50 4,12 2,34 4,36 4,32 
4,42 3,67 2.31 4,38 2,53 4,13 4,36 


3 3 

moh 
. 

. 


und an Starkewert in Kilogrammen: 





Grund: Ersatz« Ersatz« Grund: Ersatz- Ersatz Grund: 
periode I periode I periode II periode II periode III periode IV periode III 


Zie ‘ge | x ee 19,29 18,34 15,82 18,63 17,56 18,10 17,94 

‘ A 18,44 18,96 16,60 18,29 17,41 19,11 18,12 
°° 20,01 19,51 18,33 17,87 18,34 20,21 19,59 
wo 19.61 19,46 16,78 20,35 18,62 18.69 19,62 


io — 


— 


— 


” 

Wenn man das Pepsin-Salzsiure unlésliche Protein des Kotes 

und das Futterreineiweif zugrunde legt, so ergibt sich aus dem Tier- 
fiitterungsversuch ein Eiweifverhaltnis von: 





Grund: Ersatz- Ersatz: Grund Ersatzs Ersatz» Grund 
periode | periode I periode II periode II periode III periode IV periode ml 


Ziegel ....  1:4,78'1:580 1:9,51 | 1:469/1:1000 1:52 1:469 
» Bee - - | 234,723) 1:5,75 | 1:9,30) 1:474)1: 9,30, 1:52 | 1:47 
= ae wre 1:4,79 | 1:5,83 1:9,21  1:4,75 1: 989 1:53 1:4,80 
g Rae 1: 4,64  1:5,84 1:931 1:4,78 1: 9,00 1:5,25 1:4,73 


1) Kellner, Die Ernahrung der !andwirtschaftlichen Nutztiere, 8S. 625 
bis 627. Berlin 1920. 
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Hieraus geht hervor, dali das Eiweibverhaltnis, da es sich um 
milchgebende Ziegen handelt, in den Grundperioden ein giinstiges ist, 
wahrend es fiir die Ersatzperioden viel zu weit wird, erweitert es sich 
doch beinahe um das Doppelte. Gerade diese Berechnungsart, die 
nur das Reinprotein in Betracht zieht, ist sehr wertvoll: man kann 
demgegeniiber namlich auch einfach auf das Nahrstoffverhaltnis Bezug 
nehmen, berechnet nach dem  Pepsin-! Seleshene unléslichen Kot-N 
und dem Gesamt-N des Futters: 





Grund: Ersatz: Ersatz: Grund- Ersatz. Ersatzs 
periode | periode I _ periode II periode II periode III periode IV .-. - 4 i 


Ziege 1 . —— 1:42 | 1:4 1:46 1:4) 1:49 | 1:40) 1:38 
« = — 1:39 | 1:42 | 1:47 1:40 | 1:48 | 1:4] 1:39 
i 1:40 | 1:42 | 1:48 | 1:40 | 1:50 1:4] 1:40 
ao’ — 1:39 | 1:42 | 1:4,7 1:40 | 1:48 | 1:4] 1:3,9 


oder auf das Nahrstoffverhaltnis aus dem Gesamt-N des Kotes zu 
dem des Futters: 





Grund: Ersatz. Ersatz« Grund: Ersatz. Ersatz: Grund: 
periode | periode! periode II periode II periode III periode!V periode III 


Ziege 1 . 1:44 1:47 | 2:63 | 1:43 | 1:64] 1:49 | 2:4) 
. 2 1:44 | 31:48 | 1:55 | 1:44 | 1:54) 1:8) 1:43 
a 1:46 1:49 | 1:56 | 1:46 | 1:56 | 1:54 1:45 
a Ve — 1:44 | 1:48 | 1:55 | 1:45 | 1:55 | 1:58 | 1:43 


Da das verdauliche Eiweif durch Amide ersetzt wird und der 
Starkewert durch Zuckerzufiitterung auf derselben Héhe erhalten 
bleibt, kann sich das Eiweibverhaltnis, nach diesen letzten zwei 
Methoden bestimmt, naturgema® gar nicht oder nur wenig andern; 
sie zeigen also auch nicht den wichtigen Unterschied in der Zusammen- 
setzung des Proteins. 

Das Mittel der verdauten EiweiBmengen der Grundfutterpericden 

161.50 g zu den verdauten EiweiBmengen der Ersatzfutterperioden 
ergibt auf Grund des Versuchs durch einfache Umrechnung den pro- 
zentischen Reineiweibersatz in den Ersatzperioden. Der Eiweibersatz 
betragt nach dem Tierversuch nun in Prozenten: 





Ziege 
Mittel 
1 2 3 4 
Ersatzperiode 1... . 15,62 11,33 13,24 14,30 13,62 
= me se’ S 48.32 44,52 41,38 46,35 45.14 
- eae 47.07 43,03 45,25 41.13 44,12 
. | ae 2,90 ~- — 3.80 1,60 


In Ersatzperiode LV findet ein Ersatz des Futtereiweibes durch Amide 
mithin iiberhaupt nicht statt. Greift man nimlich zu den Kellnerschen 
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Zahlen tiber die Verdaulichkeit der Futtermittel (in diesem Falle 200g Kleie, 
100g Leinkuchen und 1000 ¢ Heu), dann wiirden nach ihnen im ganzen etwa 
74¢ verdauliches ReineiweiB gefiittert werden; der Tierversuch ergibt fiir 
die Hornmeh!|periode eine verdauliche ReineiweiBmenge von durchsechnitilich 
159,8¢. Die Differenz von 85,8 ¢ entfallt auf das verdauliche ReineiweiB ') 
des Hornmehls. Das bedeutet eine verdauliche ReineiweiB-N-Menge von 
11,8 g, enthalten in 330,94 g Hornmeh!l. Man kann also nach der Berechnung 
unter Zugrundelegung der Kellnerschen Zahlen und des praktisch durch- 
gefiihrten Tierversuchs wohl annehmen, da8 in der vierten Ersatzperiode 
das verdauliche ReineiweiB in Hafer + Trockenhefe gerade durch dieselbe 
verdauliche Reineiweiimenge im Hornmeh! ersetzt wurde. Diese Periode 
ergibt also keinen AufschluB iiber etwaigen Ersatz von FuttereiweiB durch 
Amide, hat aber dafiir besonderen Wert als Ausnutzungsversuch des Horn- 
mehis im Vergleich zu Trockenhefe + Hafer, ersetzt nach der Menge ver- 
daulicher N-Substanz, und scheint einen vollen Ersatz des FuttereiweiBes 
durch Hornmehl bei einem Ersatz von héchstens 50 Proz. der Gesamt- 
menge des FutterreineiweiBes zu gewihrleisten. Die SchluBbetrachtung 
kommt hierauf noch einmal! zuriick., 


Aufstellung und Vergleich der N-Bilanzen. 

Nachdem die aus dem praktischen Tierfiitterungsversuch ermittelten 
Zahlen erzeben haben, daB die Aufgabestellung nimlich bei gleichbleiben- 
der Stirkewert- und gleichbleibender verdaulicher Rohproteinmenge einen 
ReineiweiBersatz von etwa 50 Proz. durch Amide herbeizufiihren erfiillt 
ist, und nachdem die Abweichungen der Verdauungskoeffizienten aus- 
reichende Erklarung gefunden haben, interessiert nunmehr die weitere 
Verwertung der aus dem Darm in den Kérper tibergetretenen N-Substanz. 
Hierzu dienen die N-Bilanzen, die fiir den Durchschnitt der einzelnen 
Perioden je Tag aufgestellt sind. 


N in Grammen angegeben. 





Grund. Ersatz Ersatz: Grund. __ Ersatz Ersatz Grund: 
periode I periode I periode II periode II periode III periode IV periode III 


Ziege 8 


Im Futter .. 38.8 35.0 32.3 35.7 32.5 418 36.0 
Im Kote... 10,2 9.5 99 8.2 8.2 16,7 V0 
Verdaut ... 28.5 25.5 22.4 27.5 24.3 25,1 27.0 
Im Harn... 16,6 16,8 13.5 18.6 17.3 16.2 19.7 
In der Milch . 75 7.4 7.4 59 4.1 54 3.9 
Differenz als 

Fleisch? .. +45 |4+13 |4+15 +29 +29 435 +34 

Ziege 2. 

Im Futter .. 39.3 38,0 35.8 38.9 35,2 45,1 38.9 
Im Kote .. . 11.3 10.8 11.6 113 98 17,9 10.9 
Verdaut ... 28.0 27,1 24.2 27,6 25.4 27,2 28.0 
Im Harn... 17,2 17.0 13,6 17,2 154 15.5 19.2 
In der Milch . 9.0 7.8 7.6 6.2 53 8.6 58 
Differenz als 

Fleisch? .. (+17 |+23 (+30 (+42 (|+47 (+31 |+30 


1) Natiirlich nicht wirkliches EiweiB, sondern Hornsubstanz, etwa 
leimgebende Masse. 








Fiitterungsversuch an Ziegen mit Ammoniumacetat, Harnstoff usw. 353 





Grund brsatz- Ersatz Grund: brsatze Ersatz» Grund 
periode | pernode! periode ll periode II periode III periode IV periode III 


Ziege 3. 


Im Futter . . 39.3 38.0 35.5 38,9 35,2 44.5 38.9 
Im Kote... 11,7 114 10.9 13,3 10.8 18.9 11,7 
Verdaut ... 27.6 26.6 24.6 25,7 244 25.6 27,2 
Im Harn... 165 16.6 13.6 16.6 14.8 14.1 18.6 
In der Milch . 7.6 77 7,2 64 55 7.6 6.2 
Differenz als 

Fleisch? . . 35 +23 +338 + 27 -~41 L 3.9 | 2.4 

Ziege 4. 

Im Futter , . 39.3 38,0 355 38.9 354 44.) 38,9 
Im Kote... 11,0 10.8 11,7 103 9,7 18.7 10,1 
Verdaut ... 28.3 27,2 23.8 28.7 25.6 25.3 28.8 
Im Harn... 18.3 18.9 14.6 18,7 15.2 15,1 18.5 
In der Milch . 67 63 7.9 5.1 5,2 8.6 5,7 
Differenz ais 

Fleisch? . . . 23 1 20 + 13 +49 +52 - 16 + 4.6 


Auffallend erscheinen zunichst im Vergleich mit den Verdéffent- 
lichungen entsprechender, vorher erwahnter Arbeiten die niedrigen 
N-Ausscheidungen im Harn wiahrend der Ersatzperioden, vor allem 
der starken Ammoniumacetatperiode.  Beriicksichtigt man jedoch, 
daB in diesem Versuch im sonstigen Futter auch erheblich geringere 
N-Mengen den Tieren zugefiihrt und von ihnen verdaut wurden, so 
findet man, wie nachstehend noch naher berechnet sein wird, dab 
in den Ersatzperioden mit Ammoniumacetat und Harnstoff in Wirk- 
lichkeit vielfach sogar ein geringes Plus an N im Harn ausgeschieden 
wird, und zwar in Grammen: 





_f Serer ee ee 1 2 3 4 
In der Ammoniumacetatperiode . 12 0.1 ——@3 0.9 
In der Harnstoffperiode  , 15 a -—_ —O04 


Somit tritt bei Ammoniumacetatfiitterung nur bei Ziege 3, bei 
Harnstoff dagegen bei den Ziegen 2, 3 und 4 eine dabei auch nur dauberse 
geringe Retention auf, wahrend die iibrigen Ziegen cine geringfiigigt 
vermehrte N-Ausscheidung aufweisen. Die Méglichkeit einer schwachen 
Retention laBt sich nun wenigstens fiir Ammoniumacetat wohl kaum 
von der Hand weisen: so fanden z. B. Grafe und Schldpfer') bei Ver- 
fiitterung von an organische Sauren, wie Essig- und Zitronensiure 
gebundenem Ammoniak bei Hunden und Schweinen regelmabig eine 
zum Teil recht erhebliche’’ N-Retention. Ob aber die Ursache in 


') Graje urd Schlapjer, Zeitschr. f. physiol. Chem, 77, 1, 1912. 





